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1 Einleitung und Zielstellung 
 
Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist eine der häufigsten Gehirntumorarten mit   
80% aller malignen, primären Gehirntumore. Zuerst von Rudolf Virchow 1863 als Tumor mit 
Gliazellenursprung entdeckt, wurde es 1926 von den Neurochirurgen Dr. Percival Bailey und 
Dr. Harvey Cushing in GBM umbenannt.1 Es tritt mit einer jährlichen Inzidenz von 2-3 
Neuerkrankungen auf 100.000 Einwohner und einer schlechten Prognose auf, so dass das 
mediane Gesamtüberleben 14-18 Monate nach der Diagnose beträgt.2-6 Zudem liegt die 
durchschnittliche fünf-Jahres-Überlebensrate bei unter 3%.7 Das Durchschnittsalter der GBM-
Patienten liegt zum Zeitpunkt der Diagnose bei 65 Jahren, es kann aber in jedem Alter 
auftreten.8-10 
Bei der Behandlung von Patienten mit GBM ist seit 1979 die Radiotherapie etabliert. 
Zudem gibt es seit 1999 das Chemotherapeutikum Temozolomid (TMZ), welches zu einer 
Alkylierung/Methylierung der DNA von Tumorzellen (an den N-7 oder O-6 Positionen der 
Guanine Reste) führt, die wiederum irreversible Schäden an der DNA verursachen.11,12 Seit 
vielen Dekaden wird daher bei GBM-Patienten eine kombinierte Standardtherapie aus der 
chirurgischen Resektion, gefolgt von der Radio- und Chemotherapie vorgenommen. Die 
Resektion des Tumors kann in Abhängigkeit von der Invasivität des Tumors u.a. die 
Tumorzelllast reduzieren, neurologische Einschränkungen verbessern und so die 
Lebensqualität der Patienten erhöhen.13 Trotz der positiven Wirkung der Tumorresektion ist 
das GBM aufgrund seiner hochinvasiven Natur chirurgisch nicht heilbar. Aufgrund der 
häufigen Streuung des Tumors in die vitalen Regionen des Gehirns bieten auch wiederholte 
chirurgische Eingriffe nur eine temporäre Verbesserung.14 Die bisherigen Strategien durch 
Chemotherapie und Bestrahlung eine langfristige Remission oder Heilung zu erzielen, werden 
vor allem durch die durch den Tumor selbst induzierte Unterdrückung des Immunsystems 
erschwert. Eine effektive langfristige Therapie gegen GBM ist bisher nicht bekannt und daher 
ist die Suche nach möglichen therapeutischen Angriffspunkten ein aktives Feld der 
Tumorforschung. 
 Dabei wird der Blick pharmakologisch auf den enzymatischen Abbau von aromatischen 
Aminosäuren gerichtet und dem Potential ihrer Metabolite, nachgeschaltete Signalwege zu 
modulieren. Allen voran steht die aromatische Aminosäure Tryptophan. Der Abbau des 
Tryptophans über den Kynurenin-Stoffwechselweg spielt in der Entstehung und Progression 
von Krebs eine entscheidende Rolle.15 Die Tumor-Progression wird dabei durch Unterdrücken 
der effektiven Anti-Tumor-Immunantworten, u.a. durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors 




AHR, gefördert und die malignen Eigenschaften der Krebszellen erhöht.16-19 Mit großen Mühen 
wird versucht den Tryptophan-Katabolismus therapeutisch zu modulieren, z.B. durch die 
Hemmung seiner geschwindigkeitsbestimmenden Hauptenzyme. Das größte therapeutische 
Potential innerhalb des Tryptophan-Abbauweges wurde in der Inhibition des Enzyms IDO1 
gesehen, dass die Oxidation von Tryptophan zu Formylkynurenin katalysiert.20 Nicht als 
Monotherapeutikum, aber in Kombination mit dem bereits etablierten Immuncheckpoint-
Inhibitor anti-PD-1 zur Verstärkung der therapeutischen Effektivität, erfolgte eine intensive 
Erforschung für den Einsatz in der Krebsimmuntherapie.21,22 So war die Kombination der 
beiden Inhibitoren Fokus vieler präklinischer- sowie Phase-I/II-Studien.23,24 Eine gute 
Verträglichkeit und Toleranz sowie eine additive Wirksamkeit deuteten auf eine 
vielversprechende Therapiemöglichkeit hin. 
Ein herber Rückschlag erfolgte 2018, als überraschend eine umfassende Phase-III-Studie an 
Patienten mit metastasiertem Melanom, keine zusätzliche Wirkung des IDO1-Inhibitor 
Epacadostat verglichen mit dem verwendeten Immuncheckpoint Inhibitor zeigte.25 
Infolgedessen wurden weitere Phase-III-Studien mit diesem IDO1-Inhibitor vorerst 
eingestellt.26 Präklinische Hinweise deuten darauf hin, dass die selektive IDO1-Blockade in der 
gescheiterten Phase-III-Studie mit diesem IDO1-Inihibitor insuffizient war.27-29 Nicht nur IDO1 
alleine, sondern auch andere Aminosäure-abbauenden Enzyme und deren Metabolite könnten 
die Immunevasion des Tumors fördern, so dass auch diese mögliche therapeutische 
Angriffspunkte  in der Anti-Tumor-Immuntherapie darstellen könnten. 
 
 In der vorliegenden Dissertation sollte daher die Rolle des Aminosäure-abbauenden 
Enzyms IL4I1 in der Onkogenese genauer untersucht werden. Daher ergaben sich für den ersten 
Teil dieser Dissertation folgende wissenschaftlichen Fragestellungen: 
 
1.) Werden durch das Enzym IL4I1 aromatische Aminosäuren in humanen 
Glioblastomzelllinien abgebaut und welche Metabolite entstehen dabei? 
2.) Werden durch IL4I1-gebildete Metabolite tumorpromovierende Signalwirkungen bzw. 
Folgeprozesse initiiert? 
 
Zur Prüfung dieser Hypothesen sollten in vitro Experimente mit humanen Glioblastom-
zelllinien sowie die chemisch-analytische Identifizierung der Metabolite der Aminosäuren 
beitragen. Des Weiteren sollte der Einfluss der Metabolite auf Signalwege, die in der Pathologie 
von Glioblastomen beschrieben sind, untersucht werden. Dabei sollte unter zu Hilfenahme 




verschiedener in vitro Methoden untersucht werden, ob der ligandenabhängige 
Transkriptionsfaktor AHR durch die IL4I1-gebildeten Metabolite aktiviert werden kann und ob 
dieser Signalweg in Gliomen eine Rolle spielt.  
Da die Onkogenese durch die Interaktion zwischen Krebs- und verschiedenen 
Immunzellen in der Tumor-Mikroumgebung reguliert wird, ergab sich zudem folgende dritte 
Fragestellung: 
3.) Haben durch IL4I1-gebildete Metabolite aromatischer Aminosäuren einen Einfluss auf 
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2 Der Tryptophan-Metabolismus in der Krebstherapie 
 
2.1 Der Tryptophan-Metabolismus 
 
2.1.1 Tryptophan-Abbau durch den Kynurenin-Stoffwechselweg 
 
Der Katabolismus der aromatischen Aminosäure Tryptophan (Trp) wird mit einer Reihe 
von Krankheiten in Verbindung gebracht. Sie ist eine der neun essentiellen Aminosäuren, d.h. 
Menschen müssen diese über die Nahrung aufnehmen. Allerdings werden nicht einmal 1% des 
mit der Nahrung aufgenommenen Trp für die Proteinsynthese verwendet.30 Der Großteil wird 
durch einen der vier Stoffwechselwege (oxidativer Kynurenin-Stoffwechselweg, 
Hydroxylierung, Decarboxylierung und Transaminierung) umgewandelt, so dass eine Reihe 
bioaktiver, physiologisch wichtiger Komponenten, wie Serotonin, Tryptamin, Indole, 
Kynurenin (Kyn) und NAD+ gebildet werden.31,32 Drei der vier Wege sind von geringerer 
quantitativer Bedeutung, da 95% des Trp über den Haupttransformationspfad des Trp-
Katabolismus, den Kyn-Stoffwechselweg (kynurenine pathway, KP), abgebaut werden (Abb. 
2.1.1.).33 Der Abbau des Trp über den KP führt u.a. zur Bildung von NAD+, einem essentiellen 
Cofaktor im Energiestoffwechsel der Zelle.34 Weiterhin werden auf diesem Weg eine Reihe 
von Metaboliten, einschließlich Kyn, Kynureninsäure (kynurenic acid, KynA), 3-
Hydroxykynuerin (3-HK), 3-Hydroxyanthranilsäure (3-Hydroxyanthranilic acid, (3-HAA), 
Picolinsäure (PIC) und Quinolinsäure (QUIN) gebildet. Diese sind an der Immunantwort und 
der exzitatorischen Neurotransmission beteiligt.35,36 L-Kyn dient dabei als Substrat für die 
Kynureninasen, für Kynurenin-Aminotransferasen (KATs) und für Kynurenin-3-
Monoxygenase, welche L-Kyn zu Anthranilsäure bzw. Kynureninsäure und 3-
Hydroxykynurenin katabolisieren. Somit ist L-Kyn Zwischenprodukt für alle Metabolite auf 
diesem Weg des KP. L-Kyn ist in mikromolaren Konzentrationen im Blut, im Gehirn und in 
peripheren Organen präsent und wird durch neutrale Aminosäuretransporter durch die Blut-
Hirn-Schranke transportiert.37 
Der erste, geschwindigkeitsbestimmende Schritt des Kyn-Stoffwechselweges, die 
oxidative Spaltung des Trp-Indolrings zur Bildung von Formylkynurenin, wird in Säugetieren 
durch drei verschiedene Enzyme katalysiert: Indolamin-2,3-Dioxygenase 1 und 2 (IDO1/2) und 
Tryptophan-2,3-Dioxygenase 2 (TDO2).20 
Der Tryptophan-Metabolismus in der Krebstherapie 
5 
 
Die beiden primären Enzyme des Trp-Abbaus sind IDO1 und TDO2, während IDO1 eine hohe 
Enzym-Affinität gegenüber L-Trp und D-Trp aufweist, ist TDO2 enantiomerenspezifisch und 
baut ausschließlich L-Trp ab.38-41 IDO2 trägt im Menschen hingegen nicht wesentlich zum 
systemischen Trp-Abbau bei.38 Auch ist das Expressionsmuster dieser Enzyme im humanen 
Gewebe deutlich verschieden. Während IDO1 hauptsächlich im lymphatischen System und in 
der Plazenta zu finden ist,42 wird TDO2 konstitutiv in der Leber und im Gehirn exprimiert.43,44 
IDO2 wurde ursprünglich in der Leber entdeckt, es ist bisher aber nicht bekannt ob weitere 
Splicevarianten von IDO2 existieren, die für andere Gewebe spezifisch sind.20,45,46 
 In entzündeten Geweben wird die Expression von IDO1 stark durch die Sekretion 
proinflammatorischer Zytokine wie Interferon-γ (IFNγ) und Interleukin-6 (IL6) induziert.47-51 
IDO1, als geschwindigkeitsbestimmendes Enzym des KP ist es an einer Anzahl von 






Abbildung 2.1.1: Schematische Darstellung des Kynurenin-Stoffwechselweges beim Tryptophan-
Abbau. 
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2.1.2 Die Rolle von IDO1 bei der Tumor-Immunevasion  
 
Die Bedeutung des Trp-Katabolismus für die Tumorbiologie deutete sich bereits in den 
50er Jahren des vergangenen Jahrhunderts an, als Boyland et al. erstmals erhöhte 
Konzentrationen von Trp-Metaboliten im Urin von Krebspatienten beschrieben. 54,55 Der Trp-
Katabolismus ist der zentrale Stoffwechsel, der die charakteristische immunsuppressive 
Mikroumgebung eines Tumors aufrechterhält. Die immunsuppressiven Eigenschaften des KP 
zeigten sich zunächst durch die durch IDO1-Induktion vermittelte Immuntoleranz gegen den 
Fötus während der Schwangerschaft. Auch schützt eine hohe IDO1 Expression das autologe 
Gewebe gegen Autoimmunreaktionen.56-59 In transformiertem Gewebe werden sowohl IDO1 
als auch TDO2 exprimiert, für IDO2 hingegen ist bisher nicht bekannt, dass es für die 
Tumorimmunität von Bedeutung ist. IDO1 wird in etwa 60% der menschlichen Tumore 
exprimiert42 und wird dort vor allem durch IFNγ induziert.  
 Für die Immunevasion von Tumoren spielen vor allem zwei T-Zellsubpopulationen eine 
wichtige Rolle: zytotoxische T-Zellen (cytotoxic T lymphocytes, CTL), welche den Corezeptor 
CD8 tragen und CD4 positive regulatorische T-Zellen (Treg). CTLs erkennen Fremdantigene 
und induzieren so die Apoptose von Zielzellen, ein Mechanismus der auch das Tumorwachstum 
einschränken kann.60 So wurden erhöhte CD8+-Zellzahlen in der Tumormikroumgebung bereits 
mit einer verbesserten anti-Tumorantwort in verschiedenen Tumorentitäten wie beispielsweise 
Brustkrebs,61 Gebärmutterhalskrebs,62 Kolonkarzinomen, und auch Glioblastomen63 in 
Zusammenhang gebracht. Treg sind auf die Suppression der Immunantwort spezialisiert und 
verhindern so beispielsweise die Schädigung von Gewebe durch Autoimmunreaktionen. In 
Tumoren ist eine erhöhte Anzahl von infiltrierenden Treg assoziiert mit erhöhtem Tumorgrad 
und einer verschlechterten Prognose, eine Beobachtung, die auf die immunsuppressiven 
Eigenschaften dieser Zellen zurückzuführen ist.64-66 
 Ein verstärkter Trp-Abbau durch eine erhöhte IDO1-Aktivität kann die 
Tumorprogression fördern. Zum einen wird angenommen, dass damit eine lokale Trp-
Depletion in der Tumor-Mikroumgebung entsteht, aber auch die damit einhergehende 
Anreicherung von Trp-Metaboliten wird als Mechanismus im Zusammenhang mit der 
Immunevasion des Tumors diskutiert. Welcher dieser beiden Aspekte die entscheidende Rolle 
spielt ist kontrovers diskutiert, doch scheint die in vivo Abnahme der Trp-Konzentration in 
Mikromilieu des Tumors nicht ausreichend zu sein, um das Tumorwachstum einzuschränken.67-
69 Die gebildeten Trp-Metabolite, wie beispielsweise Kyn, können jedoch in das den Tumor 
umgebende Mikromilieu abgegeben werden und auf diesem Wege die Differenzierung und das 
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Wachstum von Immunzellpopulationen beeinflussen. So fördert beispielsweise Kyn die 
Differenzierung der naiven CD4+-T-Helferzellen (Th) in Richtung des suppressiven Treg-
Phänotyps (CD4+CD25+Foxp3+).16,70 
Eine induzierte IDO1-Aktivität kann somit die Bildung von Trp-Metaboliten fördern, 
die durch ihre immunmodulatorischen Effekte das Tumorwachstum begünstigen können. Daher 
gilt eine erhöhte IDO1-Expression als Indikator für eine verschlechterte Prognose bei 
verschiedenen Tumorentitäten. Die zugrundeliegenden Mechanismen der gehemmten 
tumorspezifischen Immunität durch den Abbau von Trp sind noch nicht vollständig verstanden, 
der Arylhydrocarbon Rezeptor spielt dabei aber eine wichtige Rolle.  
 
2.2 Der Arylhydrocarbon Rezeptor (AHR)  
 
2.2.1  Der Transkriptionsfaktor  
 
Der Arylhydrocarbon Rezeptor ist ein Transkriptionsfaktor, der ursprünglich dafür bekannt 
war, die toxischen und  karzinogenen Effekte einer Reihe von Umweltschadstoffen zu 
vermitteln. Er gehört zu der Familie der basischen Helix-Schleifen-Helix-PER-ARNT-SIM 
(bHLH-PAS) Gruppe von Transkriptionsfaktoren.71-74 Die bHLH-PAS-Proteine sind an der 
Kontrolle von diversen physiologischen Prozessen wie z.B. dem Biorhythmus, der 
Organentwicklung, der Neurogenese, dem Metabolismus und der durch Hypoxie ausgelösten 
Stressantwort beteiligt.75-77 Jedoch ist der AHR dabei das einzige, bekannte Mitglied dieser 


























Viele Chemikalien zeigen eine hohe Bindungsaffinität für den AHR. Planare 
halogenierte Kohlenwasserstoffe (PHHs), viele Dioxine, Dibenzofurane und Biphenyle sowie 
polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (z.B. Benzo[a]pyren [BaP] und 
Benzo[a]anthracen [BaA]) zeigen eine starke Agonisten-Aktivität.79,80 Der am besten 
untersuchte exogene Ligand des AHR ist 2,3,7,8-Tetrachlordibenzodioxin (TCDD). TCDD 
wird als unerwünschtes Nebenprodukt unvollständiger Verbrennungen gebildet und ist 
teratogen, immunsuppressiv, zeigt metabolische und endokrine Schadwirkungen, führt zu 
Chlorakne und ist als kanzerogen eingestuft.81 Neben den Umweltchemikalien, die als 
klassische Liganden des AHR gelten, sind immer mehr natürliche Stoffe bekannt, die an den 
AHR binden können. So vermitteln Quercetin, Apigenin und Kaempferol, die in Hagebutten, 
Lindenblüten, Honig, Weintrauben und Tarhana vorkommen, einen agonistisch/antagonistisch 
synergistischen Effekt der AHR-Aktivität in verschiedenen Zelltypen.82-84 
Aus Studien mit Ahr Knockout-Mäusen ist bekannt, dass der Ahr auch wichtige 
physiologische Prozesse zu regulieren scheint.85-87 Daher verstärkte sich die Suche nach 
endogenen Liganden des AHR. Zu dem breiten Spektrum an endogene Liganden gehören die 
bereits beschriebenen Trp-Abbauprodukte Kyn und KynA (siehe 2.2.1) und das aus Trp durch 
Photooxidation entstehende 6-Formylindolo[3,2-b]carbazol (FICZ).88 Auch zeigen eine Reihe 
Abbildung 2.2.1: Struktur, IUPAC-Name und Handelsname einer Auswahl von exogenen und 
endogenen AHR-Liganden. 
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von Indolen wie u. a. Methyl-2-(1H-indol-3-ylcarbonyl)-1,3-thiazol-4-carboxylat (ITE) und 
Indolo[3,2-b]carbazol (ICZ) eine aktivierende Wirkung auf den AHR. 89,90 
 Der Transkriptionsfaktor ist evolutionär konserviert und in den meisten primitiven 
Wirbeltierarten zu finden. 91 Die AHR-vermittelte Signaltransduktion kann entweder direkt 
oder indirekt eine Anzahl an Genen regulieren, so dass er eine wichtige Rolle in verschiedenen 
Prozessen wie der Embryogenese, der Immunfunktion, der epidermale Barrierenfunktion und 















2.2.2 Die AHR-Signaltransduktion 
 
 Der AHR kann durch eine Vielzahl exogener und endogener Liganden aktiviert werden. 
Wenn kein Ligand vorhanden ist, befindet sich der AHR in einem Chaperon-Komplex im 
Zytoplasma der Zelle (Abb. 2.2.3). Dieser Komplex besteht aus dem Hitzeschockprotein 90 
(HSP90), dem Co-Chaperon p23 und dem AHR-interagierenden Protein ARA9 (AIP)/ Hepatitis 
B Virus X assoziiertes Protein 2 (XAP2).101 Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors führt 
zum einen zu einer konformatorischen Änderung des AHR-Proteinkomplexes, welche die 
Abbildung 2.2.2: Übersicht zu zellulären Prozessen an den der AHR beteiligt ist. 
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nukleäre Translokationssequenz des AHR freisetzt, sowie zur Phosphorylierung zweier 
Proteinkinase C Positionen, die an diese Sequenz angrenzen.102 Nach dem Ablösen des 
Chaperon-Komplexes vom AHR bindet er im Zellkern an das Protein ARNT (Aryl hydrocarbon 
receptor nuclear translocator, auch als HIF1β bekannt). Das so entstehende Heterodimer bildet 
den funktionellen Transkriptionsfakor, der zusammen mit verschiedenen Co-Aktivatoren 
und/oder Co-Repressoren an regulatorische Regionen der DNA binden kann und so die 
Expression von Zielgenen beeinflussen kann.73,75,77,103,104 Das Heterodimer bindet an 
kanonische AHR-Response-Elemente (AHREs), auch bekannt als dioxin responsive element 
(DRE) oder xenobiotic responsive element (XRE).74,77,105,106 Zu den bekanntesten Zielgenen des 
AHR zählen P450 Enzyme wie CYP1A1, die die Metabolisierung der als klassische Liganden 
fungierenden Umweltchemikalien katalysieren. Ein weiteres bekanntes Zielgen ist die „TCDD 
Inducible Poly (ADP-Ribose) Polymerase“ (TIPARP), das seinen Namen ebenfalls der 
klassischen Rolle des AHR in der Signaltransduktion von Umweltchemikalien verdankt.107 
Nachdem die transkriptionelle Regulation erfolgt ist, löst sich das AHR-ARNT-Heterodimer 



































 AHR und seine Signaltransduktion haben signifikante Effekte in der Kontrolle der 
adaptiven Immunität durch Modulation der T-Zell-Differenzierung und -Funktion. Mehrere 
Studien haben gezeigt, dass der endogene AHR-Ligand Kyn, der durch IDO1 im KP gebildet 
wird, die T-Zell-Antwort unterdrückt, indem es die Aktivierung oder Differenzierung von 
regulatorischen T-(Treg)-Zellen fördert. Kyn induziert die Aktivierung des AHR, der starke 
Wirkungen auf Immunzellen ausübt und an der Differenzierung von naiven CD4+ T-Zellen in 
Treg beteiligt ist.19,99,112,113 Auch andere Trp-Metaboliten, die abwärts von IDO1 oder TDO2 
produziert werden, wie z.B. KynA, Xanthurensäure (xanthurenic acid, XA) und 
Cinnabarinsäure (cinnabarinic acid, CA), aktivieren AHR und können zur Immunmodulation 
Abbildung 2.2.3 : Schema des AHR-Signalweges. 
Nachdem ein Ligand (z.B. BaP) an den AHR gebunden hat, bildet der AHR einen Komplex mit dem
Hitzeschockprotein 90 (HSP90), den Co-Chaperonen p23 und dem AHR-interagierenden-Protein ARA9
(AIP)/ Hepatitis B Virus X assoziiertes Protein 2 (XAP2). Dieser Komplex verlagert sich vom 
Zytoplasma in den Kern und dort löst sich der AHR von seinem Chaperon-Komplex. Er bildet ein
Heterodimer mit dem Protein ARNT (HIFβ), das mit einer Reihe von Co-Aktivatoren und/oder Co-
Repressoren an die regulatorische Regionen, die AHR Response-Elemente [AHREs, auch dioxin
responsive element (DRE) oder xenobiotic respsonsive element (XRE)], der Zielgene bindet.  
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beitragen. Die Aktivierung des AHR durch Trp-Metaboliten, die durch IDO1 und TDO2 
gebildet werden, unterstützt das Tumorwachstum durch Verstärkung der Motilität der 
Tumorzellen und Suppression der Anti-Tumor-Antworten.26,114 
 




 Die Tatsache, dass erhöhte Trp-Metabolitenkonzentrationen mit Tumorerkrankungen in 
Verbindung gebracht werden, führte zu Versuchen den KP therapeutisch u. a. durch Hemmung 
seiner Hauptenzyme zu modulieren. In der Anti-Tumortherapie war es vor allem die IDO1-
Inhibition, die in den letzten Jahren an Bedeutung gewann. Da IDO1 wie in 2.1.2 beschrieben 
in verschiedenen Tumoren eine hohe Expression zeigt, wurde dessen Inhibition als mögliches 
therapeutisches Target zunächst in verschiedenen in vitro/in vivo Studien, einschließlich 
Studien mit si-RNA, IDO1 Knockout-Mäusen und den Inhibitoren 1-Methyl-Tryptophan (1-
MT) und Hydroxyamidin untersucht.115-119 Die vielversprechenden Ergebnisse dieser Studien 
führten zur Entwicklung verschiedener IDO1-Inhibitoren und deren Anwendungsuntersuchung 
in klinischen Studien. Von den in klinischen Studien getesteten IDO1-Inhibitoren Epacadostat, 
Navoximod, BMS-986205 und EOS200271 wurden die verschiedenen Mechanismen der IDO-
Inhibierung durch Röntgenkristallographie analysiert.120-124 Die Sicherheit, Pharmakokinetiken 
und Pharmakodynamiken dieser IDO1-Inhibitoren wurden in Patienten mit fortgeschrittenem 
soliden Tumoren getestet und zeigten gute Verträglichkeit.125 Obwohl der Einsatz von IDO-1 
Inhibitoren als Monotherapie nur eine mäßige Antitumor-Aktivität zeigte, gab es Anzeichen, 
dass IDO1-Inhibitoren in Kombination mit PD-1-Inhibitoren die Aktivität des PD-1-Inhibitors 
verstärkten.22,126 PD-1-Inhibitoren gehören zu den Immuncheckpoint-Inhibitoren. 
Immuncheckpoints sind Moleküle, die sowohl auf T-Zellen als auch auf antigenpräsentierenden 
Zellen exprimiert werden und Gewebeschäden begrenzen, sowie die Selbsttoleranz 
aufrechterhalten.127 Zu den Immuncheckpoints zählen u. a. Cytotoxic T-Lymphocyte Associated 
Protein 4 (CTLA-4) und Programmed Cell Death Protein 1 (PD-1). Beide Proteine wirken als 
negative Regulatoren der T-Zell-Aktivierung, wodurch unerwünschte Immunantworten 
verhindert werden.128-130 Jedoch werden sie ebenso auch auf vielen Tumorzellen exprimiert, 
wodurch sich der Tumor der Immunantwort entziehen kann.131 Monoklonale Antikörper, 
sogenannte Immuncheckpoint-Inhibitoren, die gegen diese Immuncheckpoints gerichtet sind, 
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wurden in den letzten Jahren bei der Behandlung verschiedener Tumoren angewendet, da sie 
das Gesamtüberleben und das progressionsfreie Überleben von Patienten verbesserten.132-137 
Anti-CTLA4- und Anti-PD-1-Antikörper waren dabei die ersten klinischen Validierungen 
dieser neuen immunvermittelten Anti-Tumortherapien.137,138 Die aus verschiedenen Phase-I/II-
Studien vermutete Synergie in der Wirksamkeit von IDO1-Inhibitoren in Kombination mit 
Anti-PD-1 führte zu einer Vielzahl von Phase-III-Studien mit IDO1-Inhibitoren in 
verschiedenen Tumorentitäten.  
 
2.3.2 Misserfolg im IDO1-Therapieansatz 
 
Der Anti-IDO1-Inhibitor Epacadostat zeigte in in vitro Versuchen eine erhöhte T-/NK-
Zell-Proliferation, eine verstärkte Expansion antigenpräsentierender dendritischer Zellen (DC), 
erhöhte IFN -Produktion und eine unterdrückte Bildung von Treg. In vivo schwächte 
Epacadostat das Tumorwachstum in immunkompetenten, aber nicht immundefizienten 
Mäusen.139 Nach vielversprechenden Ergebnissen der einarmigen Phase-I/II-Studien zur 
Kombination von Epacadostat mit dem Anti-PD-1 Pembrolizumab führte das amerikanische 
Pharmaunternehmen Incyte verschiedene Phase-III-Studien durch, um die Wirksamkeit von 
Epacadostat in Kombination mit Pembrolizumab und/oder Chemotherapie in soliden Tumoren 
zu testen (ECHO-301-310). Die ECHO-301/KEYNOTE 252 (NCT02752074)-Studie wurde als 
eine umfassende Bestätigungs-Phase-III-Studie einer einarmigen Phase-I/II-
Kombinationsstudie in Patienten mit inoperablem und metastasiertem Melanom entworfen 
(Abb. 2.3.1). Obwohl die Phase-I/II-Studien Anzeichen einer Verbesserung des Gesamt- und 
progressionsfreien Überlebens in den Patienten mit Kombinationstherapie zeigten, wurden die 
Erwartungen in der klinischen Phase-III nicht erfüllt. Im Vergleich zur Checkpoint-Inhibition 
mit Pembrolizumab alleine, zeigte die Kombination mit Epacadostat keinen Vorteil, d.h. die 
Patienten unter Kombinationstherapie zeigten weder eine Verbesserung im progressionsfreien 
noch im Gesamtüberleben.25 Da die Kombination von Epacadostat und Pembrolizumab diesen 
primären Endpunkt, in der Phase-III-Studie nicht erreichte, wurde die Gültigkeit einarmiger 
Kombinationsstudien in Frage gestellt.25 Weitere Phase-III-Studien (Echo-305- und -306-
Phase-III-Studien) der Kombination von Epacadostat und Pembrolizumab in 
Lungenkarzinomen wurden als Folge des Misserfolgs der ECHO-1 Studie in randomisierte 
Phase-II-Studien konvertiert. Vier weitere Kombinationsstudien mit Epacadostat wurden 
abgebrochen. Auch die Phase-III-Studien mit dem IDO1-Inhibitor BMS-986205 in 
Kombination mit dem anti-PD-1-Antikörper Nivolumab in malignen Melanomen 
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(NCT03329846), Kopf-Hals-Karzinomen (NCT03386838) und nicht-kleinzelligem 
Lungenkarzinom (NCT03417037) wurden abgebrochen. Das therapeutische Versagen der 
IDO1-Inhibitoren in der ECHO-301-Studie stellt einen herben Rückschlag in der Entwicklung 
von IDO-Inhibitoren zur Tumorimmuntherapie dar.25  
Mehrere Gründe für das Scheitern werden diskutiert. Zum einen beruhte die Entscheidung, 
zum Beginn einer Phase-III-Studie auf Daten einer kleinen Patientenpopulation. Diese 
stammten aus einer unkontrollierten Phase-I/II-Studie von Patienten, in denen die 
Pembrolizumab-Monotherapie schon eine Wirksamkeit zeigte. Zudem basieren die zur 
Ableitung der therapeutischen Dosis verwendeten pharmakodynamischen Daten von 
Epacadostat aus Serummessungen und nicht aus dem Tumor selbst, so dass eine wirksame 
Dosis im Tumor bei den klinischen Phase-III-Studien möglicherweise durch die eingesetzten 
Konzentrationen nicht erreicht wurde.27 Auch könnten die in den Studien eingeschlossenen 
Patienten nicht optimal ausgewählt worden sein, um von der zusätzlichen IDO1-Inhibition zu 
profitieren. 27 So könnten folgende Ungleichheiten in der Patientengruppe zu diesem Aspekt 
beigetragen haben, z.B. die Vorbehandlung mit Prednison, das die Wirkung von 
Pembrolizumab verringern könnte, aber auch Unterschiede in der Tumormutationsbelastung, 
sowie der Mikrobiota der Patienten.28,29 
Ein weiterer wichtiger Aspekt aus präklinischen Daten ist, dass eine selektive IDO1-
Blockade nicht ausreichend ist, dem immunsuppressiven Effekt durch Kyn-Akkumulation und 
Trp-Depletion dauerhaft entgegenzuwirken. Es liegt nahe, dass andere Tryptophan-abbauende 
Enzyme der IDO1-Inhibition entgegenwirken, welche als neue zusätzliche Angriffspunkte in 


























2.3.3 Weitere enzymatische Angriffspunkte in der Tumortherapie 
 
 Das Scheitern der klinischen Phase-III-Studien der IDO1-Inhibitoren warf die 
grundlegende Frage auf, ob die Hemmung der mit dem Tryptophan-Katabolismus verbundenen 
immunmetabolischen Signale dennoch von therapeutischer Relevanz sein könnte. 
Neben den im humanen Organismus bekannten Abbauwegen von Trp über den KP kann 
in Pflanzen, Bakterien und Hefen Trp direkt zu Indol-3-pyruvat abgebaut werden.140 Das 
verantwortliche Enzym, eine Tryptophan-Amino-Transferase, wird in Bakterien durch das 
TAM1-Gen kodiert, in Pflanzen ist das Enzym als TAA1 bekannt und das Homolog in Hefen 
ist ARO8.141,142 Anders als IDO1 oder TDO2 metabolisieren diese Transaminasen, anders als 
ihr Name vermuten lässt, nicht nur Tryptophan, sondern auch andere aromatische Aminosäuren 
wie Tyrosin (Tyr) und Phenylalanin (Phe). Das humane Enzym, welches bisher vor allem durch 
den Abbau von Phe bekannt ist,143 ist aber auch in der Lage Trp und Tyr zu metabolisieren. Es 
ist als Interleukin four–induced gene 1 (IL4I1) bekannt, eine L-Aminooxidase, die die oxidative 
Abbildung 2.3.1:  Einsatz des IDO1-Inhibitors Epacadostat und des PD-1-Antikörpers Pembolizumab 
in klinischen Studien (verändert nach Magnes et al., 2017). 
Treg: Regulatorische T-Zelle, Teff: Effektor T-Zelle, Trp: Tryptophan, Kyn: Kynurenin, AHR:
Arylhydrocarbon Rezeptor, IDO1: Indolamin-2,3-Dioxygenase 1, MHC: major histocompatibility
complex, PD-1:  Programmed cell death protein 1, PD-L1: Programmed cell death 1 ligand 1 
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Desaminierung der L-Aminosäuren zu α-Ketosäuren katalysiert, wobei H2O2 und Ammoniak 
entstehen. Der Name des IL4I1 beruht auf der Entdeckung der mRNA, welche in murinen B- 
Zellen nach Interleukin 4 (IL4)-Stimulation detektiert wurde.144 Die Expression des humanen 
IL4I1 wurde hauptsächlich in Zellen des Immunsystem (Makrophagen und Dendritischen 
Zellen) identifiziert.145 Des Weiteren wird es in humanen Malignitäten exprimiert, entweder 
direkt in neoplastischen Zellen oder in Tumor-assoziierten Makrophagen.146 Bisherige Studien 
zeigen, dass IL4I1 eine immunmodulatorische Wirkung hat. 
Die pathophysiologische Relevanz von Trp, Tyr und Phe über IL4I1 im Menschen ist 
bisher noch nicht vollständig untersucht. Auch eine nähere Charakterisierung der entstehenden 
Metabolite über diesen Abbauweg im humanen System steht noch weitgehend aus. Käme 
diesem Abbauweg in der Tumorbiologie auch eine Bedeutung zu, wäre dies eine mögliche 
Erklärung für den nicht erfolgreichen Einsatz der IDO1-Inhibitoren in den klinischen Phase-
III-Studien, da diese nur einen der möglichen Abbauwege von Tryptophan gehemmt hätten. 
Aus Bakterien ist bekannt, dass der Abbau von Tryptophan zur Bildung von Indol-3-
essigsäure führt, welche den AHR aktivieren kann. Ob und welche anderen Metabolite dieses 
Abbauweges den AHR aktivieren und ob diese neben dem bekannten KP auch eine Rolle in 
Pathophysiologie des Glioblastoms spielen, ist bisher noch nicht untersucht worden. Diese 
Arbeit fokussierte sich daher auf die Frage welche Konsequenzen eine erhöhte Expression von 
IL4I1 in Glioblastomen haben kann und welche Mechanismen zu Grunde liegen könnten. 
 




3 Material und Methoden 
 
3.1 Verwendete Software, Geräte, Chemikalien und Materialien 
 
Tabelle  3.1.1: Verbrauchsmaterialien 
Name Hersteller 
Allgemein  
PARAFILM® M BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, 
Deutschland 
Pasteurpipetten Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. KG, 
Eberstadt, Deutschland 
Pipettenspitzen (100/200 μl) VWR International GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 
Pipettenspitzen (1200 μl) SARSTEDT AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland 
Reaktionsgefäße (0,5/1,5/2/5 ml) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Serologische Pipetten (25 ml) TPP Techno Plastic Products AG , Trasadingen, 
Schweiz  
Serologische Pipetten (5/10 ml) Greiner Bio-One International GmbH, 
Kremsmünster, Österreich 
Zentrifugenröhrchen (15/50 ml) Greiner Bio-One International GmbH, 
Kremsmünster, Österreich 
Zellkultur  
24-Well Zellkulturplatte TPP Techno Plastic Products AG , Trasadingen, 
Schweiz  
6-Well Zellkulturplatte TPP Techno Plastic Products AG , Trasadingen, 
Schweiz  
96-Well Zellkulturplatte Greiner Bio-One International GmbH, 
Kremsmünster, Österreich 
Kryoröhrchen (2 ml) TPP Techno Plastic Products AG , Trasadingen, 
Schweiz  
Zellkulturflaschen (75/175 cm) TPP Techno Plastic Products AG , Trasadingen, 
Schweiz  
Zellkultur-Petrischalen (100 mm ) TPP Techno Plastic Products AG , Trasadingen, 
Schweiz  
RNA-Isolation  
MagNA Pure LC Pipettenspitzen 
(groß, klein) 
Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz  
 
MagNA Pure LC Reaktionsgefäß 
(groß, mittel, klein) 
Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz  
 
MagNA Pure LC Probenkartusche Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz  
peqGOLD Phase Trap A  VWR International GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 
qPCR  
Combitips  (0,1/1,0/2,5 ml) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Light Cycler 480 Multiwell Plate 96 Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz  




PCR-Reaktionsgefäße (8er Streifen) BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, 
Deutschland 
Durchflusszytometrie  
BD Falcon™ Rundbodenröhrchen 
(5 ml) 
Corning GmbH HQ, Wiesbaden, Deutschland 
Western-Blot  
Nitrocellulose-Membran (0,45 μm) Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland 
Whatman-Filterpapier  Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland 
Novex™ NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris 
Protein Gele, 1,0/1,5 mm, 15/ 17 Well  




Tabelle  3.1.2: Geräte 
Gerät Typ Hersteller 
Allgemein   




Research® plus Eppendorf AG, Hamburg, 
Deutschland 
Mehrfachdispenser Multipette®M4 Eppendorf AG, Hamburg, 
Deutschland 




LAB’NET – Laboratories 
Network GmbH, Dülmen, 
Deutschland 
Rollmischer RM5 Glaswarenfabrik Karl Hecht 
GmbH & Co. KG, Sondheim v. 
d. Rhön 
Sicherheitswerkbank  USP18 
US12 
Heraeus Holding GmbH, Hanau, 
Deutschland 
Thermozykler Biometra TGradient Analytik Jena AG, Jena, 
Deutschland 
Thermomixer  Comfort 5355R Eppendorf AG, Hamburg, 
Deutschland 
Tischzentrifuge  Mikro 22R Andreas Hettich GmbH & 
Co.KG, Tuttlingen, Deutschland 
Vortex-Mixer  Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Inc., New 
York, USA 
Wippschüttler BGR25 Boekel Industries, Feasterville, 
USA 
Zentrifuge  Rotanta 460R Andreas Hettich GmbH & 
Co.KG, Tuttlingen, Deutschland 
Zellkultur   
Bioimager 
Floureszenzmikroskop 
BD PathwayTM 855 BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 




CO2-Inkubator  BBD 6220 Thermo Fisher Scientific GmbH, 
Dreieich, Deutschland 
Lichtmikroskop Axiovert 40C Carl Zeiss AG, Oberkochen, 
Deutschland 
Vakuum-Absaugsystem Vacusafe INTEGRA Biosciences AG, 
Zizers, Schweiz 
RNA-Isolation   
Extraktionssystem MagNA Pure JE379 Hoffmann-La Roche AG, Basel, 
Schweiz  
Mikrotiterplattenleser Infinite® M200 Tecan Group AG, Männedorf, 
Schweiz 
Mikrotiterplattenleser Synergy™ HT BioTek Instruments GmbH, Bad 
Friedrichshall, Deutschland 
qPCR   
qPCR-Plattform     LightCycler®480 Hoffmann-La Roche AG, Basel, 
Schweiz  
Durchflusszytometrie   
Durchflusszytometer BD FACSCanto™ II BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 
Western-Blot   
Elektrophoresekammer XCell SureLockTM 
– Novex Mini Cell 
Thermo Fisher Scientific GmbH, 
Dreieich, Deutschland 
Aufnahmegerät FlourChem FC3 Proteinsimple, San Jose, USA 
Spannungsquelle  Power PAC 300 & 
Power PAC 200 
Bio-Rad Laboratories GmbH, 
München, Deutschland 
Ultraschallprozessor Labsonic M Sartorius AG, Göttingen, 
Deutschland 
Transfergerät Trans-Blot SD Bio-Rad Laboratories GmbH, 
München, Deutschland 
HPLC   
HPLC 1260 Infinity II LC Agilent, Santa Clara, USA 
Massenspektrometer 6460 Triple 
Quadrupole MS  
Agilent, Santa Clara, USA 
 
Tabelle  3.1.3: Chemikalien 
Name Artikelnummer Hersteller 
Allgemein   
2-Propanol für die 
Molekularbiologie 
A3928 AppliChem GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 
Ethanol absolut für die 
Molekularbiologie 
A3678 AppliChem GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 
Methanol 1060091011 Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 




14190094 Thermo Fisher Scientific 
GmbH, Dreieich, Deutschland 




SDS-Lösung 10% für die 
Molekularbiologie 
A0676 AppliChem GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 
Wasser für die Molekularbiologie A7398 AppliChem GmbH, 
Darmstadt, Deutschland 





LGC Limited, Teddington, UK 
4-Hydroxyphenylpyruvat 114286 Sigma Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen, Deutschland 
Benzo[a]pyren B1760 Sigma Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen, Deutschland 
Dimethylsulfoxid (DMSO) D2650 
 
Sigma Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen, Deutschland 
DMEM Flüssigmedium ohne 
Phenolrot 
F 0475 Biochrom GmbH, Berlin, 
Deutschland 
DMEM, glucoseangereichert, 
ohne Glutamin, ohne 
Phenylpyruvat, ohne Phenolrot  
31053028 Thermo Fisher Scientific 
GmbH, Dreieich, Deutschland 
DMEM, glucoseangereichert, 
ohne Glutamin, ohne 
Phenylpyruvat, ohne Phenolrot, 
ohne Tryptophan 
 Thermo Fisher Scientific 
GmbH, Dreieich, Deutschland 
Fetales Kälberserum (FKS) 10270106 Thermo Fisher Scientific 
GmbH, Dreieich, Deutschland 
Ficoll-Paque PLUS GE17-1440 GE Healthcare, Pittsburgh, 
USA 
Hoechst33342 H3570 Thermo Fisher Scientific 
GmbH, Dreieich, Deutschland 
Indol-3-pyruvat  I7017  Sigma Aldrich Chemie 
GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 
Kynurenin K8625 Sigma Aldrich Chemie 
GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 
Kynureninsäure K3375 Sigma Aldrich Chemie 
GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 
L-Alanyl-L-Glutamin K 0302 
 




Thermo Fisher Scientific 
GmbH, Dreieich, Deutschland 
M-pluriBead® Maxi Reagent Kit 70-50010-22 
 




Thermo Fisher Scientific 





BIOWEST SAS, Nuaillé, 
Frankreich 
Phenylpyruvat 286958 Sigma Aldrich Chemie GmbH 
Taufkirchen, Deutschland 






Thermo Fisher Scientific 
GmbH, Dreieich, Deutschland 




Biochrom GmbH, Berlin, 
Deutschland 
Tetracyclinhydrochlorid T7660  Sigma Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen, Deutschland 
Tetrazyklinfreies FKS 631107 Takara Bio Europe, Saint-
Germain-en-Laye, Frankreich 
Trypanblau (0,4%) T8154 
 
Sigma Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen, Deutschland 
Trypsin-EDTA (0,5%) 15400054  
 
Thermo Fisher Scientific 
GmbH, Dreieich Deutschland 
Türks Lösung 109277 Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 
RNA-Isolation   
Chloroform  A3691 AppliChem GmbH, 
Darmstadt, Deutschland 
Glykogen 37-1810 PEQLAB Biotechnologie 
GmbH, Erlangen, Deutschland 
MagNA Pure LC RNA Isolation 
Kit - High Performance 
03542394001 Hoffmann-La Roche AG, Basel, 
Schweiz 
peqGold RNAPure™ für die 
Extraktion von Gesamt-RNA 
732-3312 VWR International GmbH, 
Darmstadt, Deutschland 
cDNA-Synthese   
poly d(T)12-18 Primer HP27.1 Carl Roth GmbH + Co. KG, 
Karlsruhe, Deutschland 
Random Hexamer Primer SO142 
 
Thermo Fisher Scientific 











Thermo Fisher Scientific 
GmbH, Dreieich, Deutschland 
qPCR   
BIOTAQ™-DNA-Polymerase BIO-21060 Bioline GmbH, Luckenwalde, 
Deutschland 
dNTP Mix BIO-39044 
 
Bioline GmbH, Luckenwalde, 
Deustchland 
SYBR® Green I S7563 Thermo Fisher Scientific 
GmbH, Dreieich, Deutschland 
Durchflusszytometrie   
5,6-Carboxyfluorescein 




Sigma Aldrich Chemie 
GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 
Western-Blot   
1,4 Dithiothreitol (DTT) 1583786 Hoffmann-La Roche AG, 
Basel, Schweiz  
10x Tris/Glycin  161-0734 
 
Bio-Rad Laboratories GmbH, 
München, Deutschland 






Tabelle  3.1.4: Software 
Name Hersteller 
AlphaView Proteinsimple, San Jose, USA 
AttoVision BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 
FACS Diva Software 8.0.1 BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 
Albumin Fraktion V 8076.2 
 
Carl Roth GmbH + Co. KG, 
Karlsruhe, Deutschland 




GE Healthcare, Pittsburgh, 
USA 
Bio-Rad DC Protein Assay 
Reagents Package Kit 
5000116 Bio-Rad Laboratories GmbH, 
München, Deutschland 
Brilliant Blau G250 9598.1 Carl Roth GmbH + Co. KG, 
Karlsruhe, Deutschland 
Glyzerol G-6279 Sigma Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen, Deutschland 
Milchpulver T145.2 Carl Roth GmbH + Co. KG, 
Karlsruhe, Deutschland 




442444H VWR International GmbH, 
Darmstadt, Deutschland 
NE-PER™ Nuclear and 
Cytoplasmic Extraction Reagents 
78835 Thermo Fisher Scientific 
GmbH, Dreieich, Deutschland 
NuPAGE MES SDS Laufpuffer 
(20X) 
11509166 Thermo Fisher Scientific 
GmbH, Dreieich, Deutschland 
Ponceau S für Elektrophorese 114275 Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 

















Thermo Fisher Scientific 
GmbH, Dreieich, Deutschland 
Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (TRIS) 
108387 Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 
TRIS Hydrochlorid 9090.4 Carl Roth GmbH + Co. KG, 
Karlsruhe, Deutschland 
Tween® 20  9127.1 
 
Carl Roth GmbH + Co. KG, 
Karlsruhe, Deutschland 
HPLC   
Acetonitril grade HPLC  VWR International GmbH, 
Darmstadt, Deutschland 
DMSO p.a. grade  Merck KGaA, Darmstadt, 
Deutschland 




FCAP Array (Version 3.0) BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 
FlowJo (Version 10) FlowJo, LLC, Ashland, USA 
FlowJo (Version 7.6.5) FlowJo, LLC, Ashland, USA 
GraphPad Prism 7 (Version 7.04) GraphPad Software, San Diego, 
USA 
iControl 1.6 SP2 Tecan Group AG, Männedorf, 
Schweiz 
ImageJ (Version 1.52p) Wayne Rasband 
Light Cycler 480 Software release 1.5.0 SP 4 (Version 
1.5.0.39) 
Hoffmann-La Roche AG, 
Basel, Schweiz  




Tabelle  3.1.5: Zelllinien 
Zelllinie Spezies  Ursprung Eigenschaft  Antibiotika- 
Resistenz 
A-172 Human Glioblastom Wildtyp   
LN-229 Human Glioblastom Wildtyp   
LN-18 Human Glioblastom Wildtyp   
T98-G Human Glioblastom Wildtyp   
U-87 MG Human Glioblastom Wildtyp   
U-251 MG Human Glioblastom Wildtyp  Puromycin 
U-251plx301 Human Glioblastom Leervektorkontrolle  Puromycin 
U-251plx301-IL4I1 Human Glioblastom Erhöhte IL4I1-
Expression 
 Puromycin 
U-87plx301 Human Glioblastom Leervektorkontrolle  Puromycin 





Murin Hepatom Tetrazyklin-Regulator 





Alle Wildtyp-Glioblastomzelllinien wurden bei ATCC (Wesel, Deutschland) gekauft 
und von Dr. Christiane Opitz, Arbeitsgruppe Hirntumor-Metabolismus, DKFZ, Heidelberg, 
Deutschland für das GlioPATH-Verbundprojekt zur Verfügung gestellt. Die Zelllinien U-
251plx301, U-251plx301-IL4I1, U-87plx301, U-87plx301-IL4I1 wurden ebenso von dieser 
Arbeitsgruppe mittels lentiviraler Transduktion erzeugt und zur Verfügung gestellt. Die stabil 
mit EGFP-Ahr-transfizierte murine Tao BpRc1c Zelllinie wurde von der Gruppe von Dr. Hager 
am NCI, Bethesda, Maryland, USA zur Verfügung gestellt. pRrevTRE- und plx301-
Vektorkarten befinden sich im Anhang (Abb. A1 und A2).  





Tabelle  3.1.6: qPCR-Primer 
Genname Primer Sequenz (5‘  3‘) 
Humane Primer:   
CYP1A1 Vorwärts CTTGGACCTCTTTGGAGCT 
 Rückwärts GACCTGCCAATCACTGTG 
TIPARP Vorwärts CACCCTCTAGCAATGTCAACTC 
 Rückwärts CAGACTCGGGATACTCTCTCC 
CPOX Vorwärts CCCTTGTGAAAAAGCACTGTGA 
 Rückwärts TCCCATCGGGCAGTTAGA 
CYP1B1 Vorwärts CGACATGATGGACGCCTTTA 
 Rückwärts GCACTCGAGTCTGCACATCA 
SERPINB2 Vorwärts GGATGGTCCTGGTGAATGCT 
 Rückwärts TGCGCTGAGCCGAGTTTAC 
NFE2L2 Vorwärts ATGACAATGAGGTTTCTTCGG 
 Rückwärts CAATGAAGACTGGGCTCTC 
AHRR Vorwärts CAGTTACCTCCGGGTGAAGA 
 Rückwärts CCAGCGCAAAGCCATTAAGA 
KLF9 Vorwärts TGGCTGTGGGAAAGTCTATGG 
 Rückwärts CTCGTCTGAGCGGGAGAACT 
BMF Vorwärts CCGACTTCAGCTCTTCCCTC 
 Rückwärts ATCTGCCACCACACACGATT 
PRDM1  Vorwärts  AACGTGTGGGTACGACCTTG 
 Rückwärts CTGCCAATCCCTGAAACCT 
EREG Vorwärts CTGCCTGGGTTTCCATCTTCT  
 Rückwärts GCCATTCATGTCAGAGCTACACT  
U6 Vorwärts AACGCTTCACGAATTTGCGT 
 Rückwärts CTGGCTTCGGCAGCACA 
Murine Primer:   
CYP1A1 Vorwärts CTACAGGACATTTGAGAAGGGC 
 Rückwärts AGGTCCAAAACAATCGTGATGAC  
CYP1B1 Vorwärts TTAGGGACATCTTCGGAGC 
 Rückwärts ATCCGGGTATCTGGTAAAGAG 
TIPARP Vorwärts TTGGAAATTCTTCTGTAGAGACCAC 
 Rückwärts CTTCTTCAATTAGTCGAACAACAGAC 
KLF9 Vorwärts CTTCTTCAATTAGTCGAACAACAGAC 
 Rückwärts GCGAGAACTTTTTAAGGCAGTC 
U6 Vorwärts AACGCTTCACGAATTTGCGT 
 Rückwärts CTGGCTTCGGCAGCACA 








Für die Analyse der IL4I1-Expression in Gliompatienten wurden Daten aus der 
REMBRANDT-Datenbank (Repository for molecular brain neoplasia date, 
http://rembrandt.nci.nih.gov/) extrahiert. REMBRANDT ist eine öffentlich zugängliche 
Online-Plattform, die durch die Glioma Molecular Diagnostic Initiative mit Hilfe 14 
teilnehmender Institutionen aus humanen zusammengehörigen Gehirntumor-, Blut- und 
Plasmaproben generierte Genexpressionsarrays, Kopienzahlanalysen und klinische 
Phänotypinformationen zur Verfügung stellt. Die Daten der Genexpression beruhen auf dem 
Affymetrix GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array (Affymetrix, Inc., Santa Clara, 
Kalifornien, USA). Für die Datenprozessierung wurden einzelne Tumorproben mit einem Pool 
von gesunden Proben verglichen und die Proben wurden basierend auf ihren Tumorsubtypen 
gemittelt.147,148 
 
3.2.2 Allgemeine Zellkultur 
 
3.2.2.1 Kultivierung und Passagieren von adhärenten Zelllinien 
 
Tabelle  3.2.1: Medien für die Zellkultur 




RPMI 1640 Flüssigmedium ohne 
Phenolrot  
FKS    








DMEM, viel Glucose, kein Glutamin, kein 

























DMEM, viel Glucose, kein Glutamin, kein 























DMEM, glucoseangereichert, ohne 
Glutamin, ohne Phenylpyruvat, ohne 

















2 mM  
1%  
 
Die unter Tabelle 3.1.5 aufgeführten Zelllinien wurden in ihrem entsprechenden 
Kulturmedium unter Standard-Zellkulturbedingungen (37°C, 5% CO2) in folgenden Produkten 
kultiviert: T-75-Zellkulturflasche (13 ml Medium), T-150-Zellkulturflasche (25 ml Medium),  
6-Well Zellkulturplatte (2 ml Medium), 24-Well Zellkulturplatte (1 ml Medium) und 96-Well-
Zellkulturplatte (200  μl Medium).  
 
Zum Passagieren der Zellen wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen 
abgenommen und die adhärenten Zellen einmal mit sterilem PBS (5ml/T-75, 10ml/T-150) 
gewaschen. Anschließend wurden die Zellen durch Inkubation mit Trypsin-EDTA (2 ml/T-75, 
5 ml/T-150, 3 min bei 37°C) abgelöst. Durch Zugabe des entsprechenden FKS-haltigen 
Kulturmediums (7 ml/T-75, 10 ml/T-150) wurde die Enzymaktivität des Trypsins gestoppt und 
die Zellsupension für 5 min bei 250 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und 
das Zellpellet in Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen wurden mit entsprechender 
Verdünnung (1:5-1:10) in eine neue Zellkulturflasche ausgesät. 
 
3.2.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
 
Während der exponentiellen Wachstumsphase wurden die Zellen trypsiniert und mit 
einer Konzentration von 5*106 Zellen/ml Einfriermedium in ein Kryoröhrchen überführt. Das 
anschließende Gefrieren (-1°C/min) erfolgte schonend im Mr. FrostyTM Gefrierbehälter bei -
80°C. Am nächsten Tag wurden die Kryoröhrchen in einen Flüssigstickstoffbehälter überführt, 
um eine optimale längerfristige Konservierung der Zellen zu ermöglichen. 




Um die Zellen wieder in Kultur zu bringen wurden die in Flüssigstickstoff bei -196°C 
gelagerten Zellen bei 37°C im Wasserbad angetaut und mit ihrem entsprechenden 
Kulturmedium in eine T-25- (5 ml) bzw. T-75-Zellkulturflasche (10 ml) überführt. Nach 24 h 
Kultivierung wurde das Medium gewechselt, um Restbestände des DMSO zu entfernen. 
 
3.2.3 Isolation von peripheren mononukleären Blutzellen und Separation von CD8+ 
bzw. CD4+-Blutzellen 
 
3.2.3.1 Isolation von mononukleären Zellen aus peripherem Blut mittels 
Dichtegradientenzentrifugation 
 
Für die Isolation von Immunzellen wurden frische Buffy Coats vom Institut für 
Transfusionsmedizin der Universität Leipzig bezogen. Die Nummer des entsprechenden  
Ethikvotums der medizinischen Fakultät der Universität Leipzig lautet 079-15-09032015. 
Zuerst wurden jeweils 50 ml Buffy Coat 1:1 mit PBS vermischt. Vier 50 ml konische 
Zentrifugenröhrchen wurde mit 12,5 ml Ficoll-Paque Plus Lösung, dem Medium für die 
Dichtegradientenzentrifugation,149-151 befüllt und in Schräglage gebracht. Die Ficoll-Lösung 
wurde langsam mit dem verdünnten Buffy Coat mittels einer serologischen Pipette bis zur 35 
ml-Marke des Röhrchens überschichtet, so dass am Ende vier Röhrchen weiterverarbeitet 
wurden. Die anschließende Zentrifugation erfolgte bei Raumtemperatur (RT) bei 500 x g für 
30 min. Die Zentrifugation wurde ohne Bremse gestoppt, um eine Vermischung der Phasen zu 
verhindern. Durch die unterschiedlichen Dichten der Zellen bildeten sich während der 
Zentrifugation verschiedene Schichten. Die oberste Schicht bildet das Plasma mit 
Thrombozyten. Darunter folgen mononukleärer Zellen des peripheren Blutes  (PBMC), die 
Ficoll-Lösung, sowie die Granulozyten und Erythrozyten. Die PBMCs wurden mit Hilfe einer 
Pasteurpipette vorsichtig abgenommen und in ein konisches 50 ml-Zentrifugenröhrchen 
überführt. Die Zellsuspension wurde mit PBS auf 50 ml aufgefüllt und nach einmaligem 
Schwenken bei 21°C mit 250 x g für 20 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, 
die einzelnen Zellpellets resuspendiert und in einem Röhrchen zusammengefügt. Die Zellzahl 
wurde unter zu Hilfenahme einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Die Zellen wurden wie 
unter Punkt 3.2.2.2 eingefroren (5 x 107 Zellen/ml) oder direkt kultiviert. 
 
 




3.2.3.2 CD4+/CD8+ -Zellisolation aus Buffy Coats mittels des PluriSelect-Systems 
 
PluriSelect ist ein auf nicht-magnetischen Mikropartikeln (Beads) basierendes 
Zellisolationssystem.152 Dabei werden die Zellen durch monoklonale Antikörper gegen 
zellspezifische Oberflächenmarker an Beads gebunden. Durch einen Filter (Strainer) werden 
die gebundenen Zellen aufgefangen, während die Zellen ohne den entsprechenden 
Oberflächenmarker den Filter passieren (Positivselektion, Abb. 3.2.1). Die Zellen können durch 
die Zugabe einer herstellerspezifischen Lösung von den Beads getrennt werden. Die Isolation 
von CD4+ und CD8+-Zellen erfolgte entsprechend den Herstellerangaben. Für die Isolation der 
CD4+ T-Zellen wurden zu je 25 ml Buffy Coat zunächst 325 μl mit anti-CD4+-Antiköpern 
markierte M-pluriBeads gegeben. Die CD4+-negativen Zellen des Durchflusses wurden mit 
anti-CD8+-Antikörper markierten M-pluriBeads (325 μl pro 25 ml Durchfluss) versetzt und 
analog zur Isolation der CD4+-Zellen aufgearbeitet. Beide Zellpopulationen wurden nach der 







3.2.4 Exposition von Zellen mit AHR-Agonisten,  IL4I1-Metaboliten und 
konditionierten Medien 
 
3.2.4.1 Herstellung von AHR-Agonist- und IL4I1-Metaboliten-Lösungen  
 
Um die Aktivierung des AHR zu analysieren, wurden primäre Immunzellen, murine 
taoBpRc1 Zellen und Glioblastomzelllinien mit verschiedenen bekannten AHR-Agonisten und 
IL4I1-Metaboliten exponiert. L-Kyn, Indol-3-pyruvat (I3P), 4-Hydroxyphenylpyruvat (HPP), 
Phenylpyruvat (PP) sowie TCDD und B[a]P wurden hierfür in DMSO gelöst und mit PBS in 
entsprechender Konzentration verdünnt (siehe Tab. 3.2.2). 
Abbildung 3.2.1 PluriSelect-System zur Isolation von CD4+- und CD8+ T-Zellen aus Buffy Coat. 




Tabelle  3.2.2:  Expositionskonzentrationen der untersuchten AHR-Agonisten und  IL4I1-
Metaboliten 
AHR-Agonisten/ IL4I1-Metabolite Endkonzentration DMSO 
L-Kynurenin 50 μM 0,05 Vol-% 
TCDD 10 nM 0,05 Vol-% 
B[a]P  5 μM 0,05 Vol-% 













HPP 25 μM 
40 μM  
0,0625 Vol-% 
 
PP 25 μM 




3.2.4.2 Generierung konditionierter Medien  
 
Zur Untersuchung des AHR-Aktivierungspotentals der durch IL4I1-gebildeten 
Metaboliten wurden Überstände der IL4I1-überexprimierenden Zelllinien U-87plx301-IL4I1, 
und U-251plx301-IL4I1 und ihren korrespondierenden Leervektorkontrollen U-87plx301, U-
251plx301 generiert. Um eine hohe Konzentration von Metaboliten in den Überständen zu 
erreichen, wurden die verschiedenen Zelllinien nach der Aussaat in T-75-Zellkulturflaschen 
(3,32 x 106 Zellen/16,6 ml Kulturmedium) ohne Mediumwechsel für 120 h unter Standard-
Zellkulturbedingungen kultiviert. Die Zellüberstände wurden in Zentrifugenröhrchen 
überführt, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung (siehe 
Punkt 3.2.4.3) bei -80°C gelagert.  
 
Die Untersuchung der Effekte einer aktivierten Immunzellumgebung auf die 
Glioblastomzellen erfolgte mit konditionierten Medien von anti-CD3/anti-CD28 Antikörper 
stimulierten PBCMs. Dazu wurden 500.000 PBMCs, gewonnen wie in Abschnitt 3.2.2.1 
beschrieben, in 1 ml Kulturmedium aufgenommen und mit je 2 μg/ml anti-CD3/anti-CD28 
Antikörper (siehe Tab 3.2.3) versetzt.153 Nach 120 h unter Standard-Zellkulturbedingungen 
wurden die Zellüberstände abgenommen, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur 
weiteren Verwendung bei -80°C (siehe Punkt 3.2.4.4) aufbewahrt. 




Tabelle  3.2.3: Stimulationsantikörper für die Herstellung aktivierter T-Zell-Überstände 
Antikörper Artikelnummer Hersteller 




Thermo Fisher Scientific 
GmbH, Dreieich, Deutschland 
anti-human CD28  302943 BioLegend, San Diego, USA 
 
3.2.4.3 Exposition der Zelllinien mit AHR-Agonisten, IL4I1-Metaboliten und 
konditionierten Medien 
  
Für die Expositionsexperimente der Glioblastomzelllinien wurden die Zellen zunächst 
in Trp-haltigem Kulturmedium in 6-Well-Zellkulturplatten ausgesät (400.000 Zellen/2 ml 
Medium/Well), nach 24 h erfolgte der Austausch gegen Trp-freies Medium. Nach weiteren 24 
h wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit den entsprechenden AHR-Agonisten, 
IL4I1-Metaboliten in 1 ml Expositionsmedium und/oder 1 ml Zellüberständen aus den IL4I1-
überexprimierenden Glioblastomzelllinien und deren entsprechenden Kontrollen (siehe Punkt 
3.2.4.1 und 3.2.4.2) für eine Dauer von 4 h oder 24 h exponiert.  
 
Für die Exposition der Glioblastomzelllinien mit aktivierten PBMC-Überständen 
wurden diese in Trp-haltigem Kulturmedium in 6-Well-Zellkulturplatten ausgesät (400.000 
Zellen/2 ml Medium/Well). Nach 24 h wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit den 
aktivierten T-Zell-Überständen, verdünnt im Verhältnis 1:3 mit frischem Kulturmedium, für 8 
h sowie 24 h unter Standard-Zellkulturbedingungen inkubiert.  
Zur Inhibierung des IFN - bzw. des NF-κB-Signalwegs wurde der Mischung aus aktiviertem 
T-Zell-Überstand und frischem Medium (1:3) für die gesamte Expositionszeit (8 h bzw. 24 h) 
entweder ein anti-IFN -Antikörper (5 μg/ml) oder ein NF-κB-Inhibitor (JSH-23, 30 μM) 
zugesetzt.  
 
3.2.4.4 Exposition von pimären Immunzellen mit IL4I1-Metaboliten und Zell- 
überständen  
 
Zur Untersuchung der Auswirkungen der durch IL4I1-gebildeten Metaboliten auf 
primäre humane Immunzellen wurden PBMCs, CD4+ und CD8+ T-Zellen in Kulturmedium mit 
je 2 μg/ml anti-CD3/anti-CD28-Antikörper (500.000 Zellen/1ml, siehe Tab. 3.2.3) ausgesät. 
Für PBMCs-Versuche standen fünf verschiedene Spender, für Versuche mit CD4+-T-Zellen 




sieben verschiedene Spender und für Versuche mit CD8+  T-Zellen sechs verschiedene Spender 
zur Verfügung. 
Die Exposition erfolgte entweder mit einer Mischung aus 750 μl Überständen der IL4I1-
überexprimierenden Glioblastomzellen (und der korrespondierenden Leervektorzellen) mit 250 
μl frischem Kulturmedium, oder mit 1 ml Expositionsmedium unter Zusatz der entsprechenden 
Metabolitenkonzentration. Nach einer Inkubationszeit von 120 h wurde sowohl die Auswirkung 
auf die Proliferation der Immunzellen (siehe Punkt 3.2.5), als auch deren Genexpression 
untersucht (siehe Punkt 3.2.9).  
 
3.2.5 CFSE-Assay zur Zellproliferationsbestimmung mittels Durchflusszytometrie 
 
Tabelle  3.2.4: Puffer für die Durchflusszytometrie 
Puffer  Zusammensetzung Endkonzentration 





Tabelle  3.2.5: Antikörper für die Durchflusszytometrie 
Antikörper Artikelnummer Hersteller 
CD3-APC 300412 BioLegend, San Diego, USA 
CD4-PC5 A07752 
 




Beckman Coulter GmbH, 
Krefeld, Deutschland 
Fixable ViabilityDye eFluor 450 65-0863-14 Thermo Fisher Scientific 
GmbH, Dreieich, Deutschland 
Zombie Violet™ Fixable Viability 
Kit  
423113 BioLegend, San Diego, USA 
 
Die Zellproliferation wurde durch CFSE (Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester)-
Assays bestimmt.154,155 Dafür wurden die Zellen bei der Aussaat (siehe Punkt 3.2.4.4) mit 5,6-
Carboxyfluorescein Diacetat-Succinimidyl Ester (CFDA-SE), einer zellpermeablen 
Komponente, versetzt, die sich im Zytoplasma in den fluoreszierenden CFSE umwandelt. Bei 
jeder Zellteilung wird der Farbstoff CSFE gleichmäßig an die Tochterzellen weitergeben, so 
können am Durchflusszytometer bis zu 7-8 Zellteilungen beobachtet werden. 
Die Immunzellen wurden mit 4 μM CFDA-SE für 4 min bei RT lichtgeschützt inkubiert. 
Nach zweimaligem Waschen mit 10 ml Kulturmedium, wurden je 200 μl Zellsuspension  in ein 
Well einer 96-Well–Platte (V-Boden) gegeben und für 120 h kultiviert.  




Für die Durchflusszytometrieanalyse der CD4+- und CD8+- Zellpopulation wurden die Zellen 
mit einem Vitalitätsfarbstoff  und  populationsspezifischen Antikörpern markiert (siehe Tab. 
3.2.5). Hierzu wurden die Zellen nach Ende der Expositionszeit mit 0,2 μl Fixable Viability 
Dye eFluor® 450 versetzt, gut gemischt und für 30 min bei 4°C lichtgeschützt inkubiert. Nach 
zweimaligem Waschen mit PBS (5 min, 250g, RT) wurden jeweils 2 μl Antikörper anti-CD8-
PE und anti-CD3-APC sowie 1 μl anti-CD4-PC5 in 100 μl Waschpuffer zugegeben und die 
Zellen für 20 min bei RT lichtgeschützt inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit FACS-
Waschpuffer erfolgte die durchflusszytometrische Analyse am BD FACS CantoTM II. CFSE 
gefärbte Zellen wurden im FITC-Kanal detektiert und mit der Software FlowJo quantifiziert 
(Abb. 3.2.2). Der Division-Index (DI) gab dabei die Durchschnittsanzahl an Zellteilungen an, 
die eine Zelle der Ursprungspopulation unterlaufen ist (Gleichung 3.2.1). i entspricht der 
Anzahl an Zellgenerationen (0=ungeteilte Population), Ni ist die Anzahl an detektierten 
Partikeln (Zellen) in jeder Zellgeneration i.156 
 
                                                                   DI=                          (3.2.1)                        





Zur Bestimmung der Genexpression nach Expositionsexperimenten wurde die Gesamt-
RNA der Zelllinien mittels dem MagNA Pure LC RNA-Isolation-Kit isoliert. Die Zellen 
wurden in 6-Well-Platten ausgesät (siehe Punkt 3.2.4.3) und nach dem Ende der Expositionszeit 
das Medium entfernt. Danach wurden die Zellen mit 1 ml PBS gewaschen und in jedes Well 
700 μl Magna-Lysepuffer gegeben. Nach kurzem Einwirken des Puffers wurde das Well 
mehrmals mit dem darin befindlichen Lysepuffer gespült, um alle Zellen vom Plattenboden zu 
lösen. Anschließend wurde die Suspension bei -80 °C bis zur Isolation gelagert.  
Abbildung 3.2.2:  In vitro Exposition und CFSE-Assay der PBMCs sowie T-Zellen. 




Die Isolation der Gesamt-RNA aus den Lysaten erfolgte nach Herstellerangaben im 
MagNA Pure LC System von Roche157 unter Verwendung der Software MagNA Pure 3.0 und 
dem RNA-Isolations-Kit entsprechenden Protokoll RNA HP blood_external-lysis.blk. Die in 
20 μl eluierte RNA wurde bei -80 °C bis zur cDNA-Synthese (siehe Punkt 3.2.8) gelagert. 
Aus den PBMCs bzw. T-Zellen wurde die Gesamt-RNA mit peqGold RNAPure™ nach 
Herstellerangaben isoliert. Das Verfahren beruht auf einer Methode nach Chomczynski und 
Sacchi158: Die Zellen wurden dazu nach Ende des Versuchszeitraumes (siehe Punkt 3.2.4.4) mit 
PBS gewaschen und in 500 μl peqGold RNAPure™ aufgenommen und bis zur Isolation bei -
80°C gelagert. Die Proben wurden für die Isolation auf Eis aufgetaut und dann 5 min bei RT 
äquilibriert. Anschließend wurden die Proben in Phase-Lock-Gel-Röhrchen überführt. Nach 
Zugabe von 100 μl Chloroform wurden die Proben solange mit der Hand geschüttelt, bis sie 
milchig wurden. Die Proben wurden dann 15 min auf Eis inkubiert und danach 20 min bei 
12.000 g und 4°C zentrifugiert. Die obere, wässrige Phase wurde in ein neues Röhrchen 
überführt. Zur Präzipitation der RNA wurde der Überstand 1:1 mit kaltem Isopropanol sowie 1 
μl Glykogen vermischt und auf Eis für 30 min inkubiert. Danach wurde das Pellet zweimal mit 
75%igem Ethanol gewaschen (12.000 g, 10 min,  und 4°C). Der Überstand wurde 
abgenommen, das Pellet nochmals für eine Minute bei 12.000 g und 4°C zentrifugiert und der 
restliche Überstand abgenommen. Das vorhandene Pellet wurde unter dem Abzug getrocknet, 
in 15 μl Wasser aufgenommen und für 5 min bei 55°C im Thermomixer gelöst. Die RNA wurde 
bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80°C gelagert. 
 
3.2.7 RNA-Quantifizierung mittels Spektrometrie 
 
Die Konzentration der isolierten RNA wurde mit Hilfe des Mikroplatten-Leser Infinite® 
M200 von Tecan spektrometrisch bestimmt. Dafür wurde in die entsprechende Platte 1 μl der 
RNA aufgetragen und gegen einen Leerwert (Wasser) gemessen.  
Um einen Anhaltspunkt für mögliche Verunreinigungen der RNA zu bekommen, wurden am 
Gerät ebenso die Quotienten der Absorptionen bei den Wellenlängen 260 nm und 280 nm 










Mit Hilfe der RevertAid H Minus Reverse-Transkriptase wurde die isolierte RNA (siehe 
Punkt 3.2.6) in komplementäre DNA (complementary DNA, cDNA) umgeschrieben.159 Zuerst 
wurde dazu die RNA mit RNAse-freiem Wasser (RNAse inaktiviertes Wasser) verdünnt und 
in 10 μl auf die gewünschte Konzentration (500-1000 ng) eingestellt. Zu der verdünnten Probe 
wurden pro Reaktion je 0,415 μg Oligo-dT-Primer sowie 0,05 μg Random-Hexamer-Primer 
eingesetzt und vermischt. Der Ansatz wurde für 5 min bei 70°C im Thermozykler inkubiert. 
Anschließend wurden pro Reaktion 11 μl RT-Mastermix (siehe Tab. 3.2.6) zugefügt und die 
reverse Transkription für 1 h bei 42°C durchgeführt. Die cDNA wurde für den weiteren 
Gebrauch 1:5 mit Wasser verdünnt und bei -80°C gelagert.  
 
Tabelle  3.2.6: Mastermix der cDNA-Synthese 
Reagenz Volumen 
RNA mit Oligo-dT und Random Hexamer 11 μl 
5 x Reaktionspuffer  4 μl 
dNTPs (jeweils 10 mM) 2 μl 
RNasin (40 U/μl) 0,5 μl 
RevertAid™ H Minus Reverse Transcriptase (200 U/μl) 0,5 μl 
H2O 3 μl 
Gesamtvolumen 21 μl 
 
3.2.9 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) 
 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine in vitro Methode, 160,161 bei der geringe 
Mengen von DNA-Molekülen exponentiell amplifiziert werden. Die Genexpression der AHR-
Zielgene wurde mit Hilfe der sogenannten real-time quantitative PCR (qPCR) untersucht.162 In 
dieser Farbstoff-basierten PCR werden Fluoreszenzfarbstoffe (SybrGreen) eingesetzt, die an 
die DNA binden und so eine Quantifizierung der amplifizierten DNA ermöglichen.  
Intron-überspannende Primer wurden mit Hilfe der Software Primer-BLAST163 designt 
(Amplikonlänge: 60-200 bp, Schmelztemperatur zwischen 58°C und 62°C). Die qPCR-
Reaktion (siehe Tab. 3.2.7 für die Zusammensetzung) erfolgte am LightCycler®480/96 mit 
dem in Tab. 3.2.8 dargestellten PCR-Programm. Die Prozessierung der Daten erfolgte mit der 
LightCycler®480 SW 1.5.1 Software. Die Genexpression der Zielgene wurde über die 2-ΔΔCt 
Methode164- normiert auf das Referenzgen RNA, U6 small nuclear 1 (U6) - bestimmt.  




Tabelle  3.2.7: Zusammensetzung der PCR-Reaktion 
Reagenz Volumen 
BIOTAQ™-Polymerase (5U/μl) 0,06 μl 
dNTPs (10 mM) 0,96 μl 
Primer (For + Rev, jeweils 10 μM) 0,76 μl 
NH4-basierter Reaktionspuffer (10x) 1,2 μl 
MgCl2 (50 mM) 0,6 μl 
SYBR® Green I (1:1000) 0,46 μl 
H20 3,96 μl 
cDNA 4 μl 
Gesamtvolumen 12 μl 
 
 
Tabelle  3.2.8: PCR-Programm für den LightCycler®480/96 II 
Schritt Temperatur Dauer 
Initiale Denaturierung 95 °C 10 min 
Denaturierung 95°C 10 sec 
Annealing 68°C – 58°C 20 sec 
Elongation 72°C 20 sec 
Schmelzkurve    




Tabelle  3.2.9: Puffer und Lösungen für Western-Blot 









Laufpuffer MES SDS Running Puffer (20X) 
ad. vollentsalztes Wasser 
5% 
95% 
Lysepuffer (2X) Tris (hydroxymethyl)-aminomethan 
Tris HCL 
SDS (reinst) 







Transferpuffer Tris/Glycin Puffer (10X)  
 
Methanol 
SDS (10%ige Lösung) 
ad. vollentsalztes Wasser 
25 mM Tris 




} 45 Zyklen 




Waschpuffer (10X) Tris HCL 
Tris (hydroxymethyl)-aminomethan 




Waschpuffer (1X) 10x Waschpuffer  
Tween 20 




3.2.10.1 Herstellung von Zelllysaten 
 
Zur Herstellung von Zelllysaten für die Western-Blot-Analyse wurden je nach 
Experiment 106 Zellen in eine T-25- oder 7*106 Zellen in eine T-75-Zellkulturflasche mit 
entsprechendem Kulturmedium ausgesät. Am Ende der Behandlung wurde das Medium 
entfernt, die Zellen zweimal mit 5 ml bzw. 10 ml PBS gewaschen und mit 1 ml bzw. 2 ml 
Trypsin vom Flaschenboden gelöst. Die Trypsinierungsreaktion wurde durch Zugabe von 5 ml 
Medium gestoppt, die Zellsuspension zentrifugiert und der Überstand abgenommen. Das 
Zellpellet wurde mit PBS gewaschen und nach einem weiteren Zentrifugationsschritt in 150 μl 
Lysepuffer, versetzt mit Protease- und Phosphatase-Inhibitor (1 Tablette/10 ml Lysepuffer), 
aufgenommen. Das Zelllysat wurde in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur 
Homogenisierung bei -20°C gelagert. 
 
3.2.10.2 Zelllyse mittels Ultraschall-Homogenisation 
 
Um eine vollständige Lyse der Zellen zu gewährleisten, wurden die Zelllysate zunächst 
drei Tau-Frierzyklen unterzogen. Dazu wurden die aufgetauten Lysate mit dem Vortexer 
sorgfältig gemischt, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und wieder auf Eis aufgetaut. 
Dieser Prozess wurde insgesamt dreimal wiederholt. Im Anschluss erfolgte die Homogenisation 
mittels Ultraschallstab. Die Zelllysate wurden dreimal 10 Schallintervallen (je 5 s) ausgesetzt, 
zwischendurch gemischt und am Ende bei 4°C mit 14.000 x g für 20 min zentrifugiert. Der 
Überstand mit den gelösten Proteinen wurde in ein neues Eppendorf-Röhrchen überführt und 










3.2.10.3 Bestimmung der Proteinkonzentration 
 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem Bio-Rad „DC Protein 
Assay“ Kit, das auf der Lowry-Methode beruht.165 Die Methode durchläuft zwei Schritte, bei 
der zunächst die Peptidbindungen der Proteine mit Kupfer (II)-Ionen in basischem Medium 
reagieren und anschließend die Kupfer (II)-Ionen zu Kupfer (I)-Ionen reduziert werden. Das 
verwendete Folin-Reagenz wird dadurch zu Molybdänblau reduziert, auf dem die Detektion 
beruht. 
Für die Konzentrationsbestimmung wurden 5 μl der Proteinproben in 
Dreifachbestimmung sowie der vorher hergestellten Standardreihe aus Albumin Fraktion 5 (0,2 
mg/ml bis 2,0 mg/ml) in Zweifachbestimmung in je ein Well einer 96- Well-Mikroplatte 
vorgelegt. Dann wurde die Arbeitslösung aus den Reagenzien S und A in einem Verhältnis von 
50:1 hergestellt. Zu jeder Protein- sowie Standardprobe wurden 25 μl dieser Arbeitslösung 
pipettiert,  200 μl des Reagenzes B zugegeben und die Lösungen im Well gut durchmischt. 
Nach 15-minütiger Inkubation wurde die Absorption bei 750 nm am Mikroplattentiter-Leser 
Tecan Infinite® M200 gemessen. Die Proteinkonzentration der Proben wurde mit der Geräte-




Zur Detektion der Proteine wurden diese zunächst in der ersten Dimension mittels 
Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) entsprechend ihrem 
Molekulargewicht aufgetrennt.166 
Die Proteinproben wurden auf eine Konzentration von 25 bzw. 50 μg mit Lysepuffer 
verdünnt und mit 50 mM DTT sowie 180 μM Brilliant-Blau G250 versetzt. Die Denaturierung 
der Proben erfolgte bei 70°C für 10 min. Für jede Probe wurden 11 μl der Proteinlösung auf 4-
12% Bis-Tris Protein-Gele aufgetragen. Zur Bestimmung des Molekulargewichtes wurden 5 μl 
des Proteinmarkers Precision Plus Protein™ WesternC™ Blotting Standards aufgetragen. Die 
Elektrophorese erfolgte in 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure (MES)-Laufpuffer bei 140 V für 
ca. 85 min bis zur gewünschten Auftrennung der Proteine. 
 




3.2.10.5 Western-Blot  
 
Tabelle  3.2.10: Western-Blot-Antikörper 
Primärantikörper Wirt Verdünnung Artikel-
nummer 
Hersteller 
α-Tubulin Maus 1:500 sc-5286 
 
Santa Cruz Biotechnology, 
Inc., Dallas, USA 
ß-Actin Maus 1:10000 A228 Sigma Aldrich Chemie 
GmbH, Taufkirchen, 
Deutschland 
AhR Maus 1:1000 ab 2770 Abcam, Cambridge, UK 
IL4I1 Kaninchen 1:4000 ab 18524   Abcam, Cambridge, UK 
Lamin A Kaninchen 1:500 613501 BioLegend, San Diego, 
USA 
Sekundärantikörper Wirt Verdünnung  Hersteller 
Anti-Kaninchen  
IgG (H + L)-HRP 
Konjugat 






IgG (H + L)-HRP 
Konjugat 






Im Anschluss an die SDS-PAGE erfolgte die elektrophoretische Übertragung (Blotten) 
der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran.165,167,168  Das Gel wurde dazu aus der Kassette 
entfernt und der obere Teil mit den Taschen abgeschnitten. Danach wurde das Gel für 30 min 
in Transferpuffer äquilibriert. Die Nitrocellulose-Membran sowie Whatman-Filterpapier 
wurden mit Transferpuffer durchtränkt und in die Apparatur des Semi-Dry-Verfahrens Trans-
Blot SD von unten nach oben wie folgt aufgeschichtet: 1 x Whatman-Filterpapier, 1 x 
Nitrocellulose-Membran, Gel, 2 x Whatmann-Filterpapier. Die obere Elektrode wurde mit 
Transferpuffer leicht angefeuchtet, um einen Stromfluss zu garantieren.  Der Transfer der 
Proteine erfolgte bei 0,1 A über 100 min.  
Für die Kontrolle der Übertragung der Proteine auf die Membran wurde diese 
anschließend mit Ponceaus S gefärbt, durch Waschen mit destilliertem Wasser der 
überschüssige Farbstoff entfernt und das Ergebnis am FlourChem FC3 System dokumentiert. 
Anschließend wurde die Membran in Blockingpuffer für 1 h bei RT inkubiert, um die freien 
Bindungsstellen auf der Membran abzusättigen. Die Membran wurde dann zweimal für 5 min 
in 1 x Waschpuffer schüttelnd gewaschen. Der Primärantikörper, in Antikörperpuffer, der sich 
direkt gegen das gesuchte Protein richtete, wurde zuerst für 4 h bei RT und anschließend über 
Nacht bei 4°C auf einem Schüttler inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Membran 




dreimal für 10 min mit 1 x Waschpuffer gewaschen und anschließend mit dem Meerrettich-
Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper sowie dem Markerkonjugat in Antikörperpuffer 
für 1 h schüttelnd bei RT inkubiert (siehe Tab. 3.2.10). Nach dreimaligem Waschen für 10 min 
mit Waschpuffer konnten die Proteine am FlourChem FC3 detektiert werden. Dazu wurden die 
beiden Lösungen A und B des ECL-Detektionskits im Verhältnis 1:1 vermischt, auf die 
Membran gegeben und diese in das Detektionsgerät gelegt. Die Meerrettich-Peroxidase setzte 
das ECL-Substrat um und das entstehende Chemilumineszenzsignal wird als spezifische 
Proteinbanden auf der Membran detektiert. Die Aufnahmen wurden mit der ImageJ Software 
(Version 1. 52p) densitometrisch ausgewertet (siehe Punkt 3.2.10.6). 
 
3.2.10.6 Densitometrische Analyse zur Proteinbandenquantifizierung 
 
Die Quantifizierung der Proteinbanden erfolgte mittels Densitometrie. Dazu wird die 
Pixelintensität (Mean Measurement Value) jeder Bande der ImageJ Software bestimmt. Die 
ermittelten Werte der Banden des Zielproteins wurden durch die Werte der Ladekontrollen β-
Actin, α-Tubulin oder Lamin A dividiert und so normiert. 
 
3.2.11 Aktivierung des AHR durch IL4I1-Metabolite 
 
3.2.11.1 Untersuchung der AHR-Translokation durch Zellfraktionierung und Western-
Blot   
 
Da sich der AHR wie bereits beschrieben in seiner inaktiven nicht-ligandengebundenen 
Form im Zytoplasma aufhält und erst nach Aktivierung durch seine Liganden in den Zellkern 
wandert, ist eine weitere Methode zur Beurteilung der AHR-Aktivierung notwendig; die 
separate Betrachtung des AHR Proteins in der zytoplasmatischen und nukleären Fraktion.   
Die Proteinfraktionierung erfolgte mit Hilfe des NE-PER Nuclear and Cytoplasmic 
Extraction Reagents Kit (Thermo Fisher Scientific), das durch Zentrifugation und unter Einsatz 
unterschiedlicher Puffer eine Trennung und Gewinnung der Proteine aus dem Zyoplasma und 
dem Kern ermöglicht. Dazu wurden 7,5*106 Zellen in eine T-75-Zellkulturflasche in 13 ml 
Kulturmedium ausgesät, nach 24 h in Trp-freies Medium überführt, nach 48 h mit Überständen 
und/oder Metaboliten exponiert.  Nach einer Expositionszeit (4 h oder 24 h) wurden die Zellen 
geerntet und die Proteine aus Zellkern und Zellplasma nach Herstellerangaben separiert. In 




Tabelle 3.2.11 sind die für die ausgesäte Zellzahl eingesetzten Volumina der Kit Reagenzien 
aufgelistet. 
 
Tabelle  3.2.11:  Eingesetzte Volumen der Reagenzien des NE-PER Nuclear and 
Cytoplasmic Extraction Reagents Kit 
Reagenz Volumen [μl] 
CER I  240 
CER II 12 
NER 30 
 
Die isolierten Proteinfraktionen wurden in Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C 
gelagert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration, sowie alle weiteren Schritte erfolgten wie 
ab Punkt 3.2.10.3 beschrieben. 
 
3.2.11.2 Translokationsassays mit stabil transfizierten EGFP-Ahr-exprimierenden 
murinen Hepatomazellen 
 
Der Transkriptionsfaktor AHR ist in einem ligandenungebundenen Zustand im 
Zytoplasma vorliegend und wandert nach Aktivierung in den Zellkern. Für die 
Translokationsanalyse wurden mit dem murinen EGFP markierten Ahr transfizierte taoBpRc1 
Zellen verwendet.169,170 Die stabile Zelllinie exprimiert EGFP-Ahr, unter Kontrolle eines 
sogenannten „Tetrazyklin(Tet)-Off System“ (pRevTRE Vektor, Clontech), das ursprünglich 
auf regulatorische Elemente basiert, die die Aktivität Tetrazyklin-resistenter Operons in 
Bakterien kontrollieren.171 Hier wird die Expression des GFP markierten Ahr inhibiert. Nach 
Entfernen des Tetrazyklin beginnt die Expression des EGFP-Ahr. Die Zellen wurden zunächst 
in tetrazyklinhaltigem Medium kultiviert. Für die Durchführung der Versuche wurden die 
Zellen in Medium mit tetrazyklinfreiem FKS überführt und in eine 96-Well-Optikplatte 
ausgesät (10.000 Zellen/150 μl Medium/Well). Nach einer 24 h Inkubation bei 37 °C wurden 
den Zellen für 1 h mit 50 μl der Metabolitenlösung zugesetzt, die finalen Konzentrationen 
waren 25 μM I3P, 25 μM HPP und 25 μM PP. Die Lokalisation des Ahr konnte so über die 
Fluoreszenz des GFP am Fluoreszenzmikroskop BD PathwayTM Bioimager 855 im nicht-
konfokalen Modus mit 20-facher Vergrößerung (20x U-Apo 340  Objective, Olympus, NA 
0.75) durch die AttoVision Software bestimmt werden. 
 
 






Das AHR-Aktivierungspotential der durch IL4I1-gebildeten Metabolite wurde auch in 
einem Luciferase-Reportergen-Assay (CALUX-Assay,172,173) untersucht. Die Durchführung 
der Messung sowie die Datenprozessierung wurden von Dr. Rita Schlichting, Department 
Zelltoxikologie, Helmholtz-Zentrum für Umweltforschung (UFZ), durchgeführt.  
Für das CALUX-Assay wurde die Ratten-Hepatomzelllinie H4L7.5c2 eingesetzt. Diese 
Zelllinie exprimiert stabil das Luciferase-Reportergen-Plasmid pGudLuc7.5, das 20 xenobiotic 
responsive elements (XREs) enthält. Die Zellen wurden in schwarzen 384-Well Platten mit 
durchsichtigem, Poly-D-Lysin beschichtetem Boden ausgesät und für 24 h kultiviert. Die 
Exposition der Zellen mit den Metaboliten (HPP, I3P, PP) erfolgte mit seriellen Verdünnungen 
(5,95x10-5 M-5,81x10-8 M) der Metabolite für eine Dauer von 24 h. Im Anschluss wurde die 
Lumineszenz gemessen. Über die Lumineszenz wurde das Potential der Ahr-Aktivierung der 
Metaboliten in Relation zur Lumineszenz der Positivkontrolle TCDD (1,11x10-11 M-1,08x10-
14 M in DMSO) bestimmt. Simultan wurde die Zellviabilität der behandelten Zellen evaluiert, 
indem die Zellen mit PrestoBlue-Lösung gefärbt wurden. Darauf wurde sofort die 
Hintergrundfluoreszenz bei 560 nm und 590 nm gemessen. Nach Inkubation der Lösung für 1 
h bei 37°C wurde die Fluoreszenz erneut gemessen und die Zellviabilität in Prozent angegeben.    
 
3.2.11.4 Quantitative und qualitative Bestimmung von Metaboliten in Zellüberständen  
 
 Für die quantitative und qualitative Analyse von den sezernierten Metaboliten Indol-
3-pyruvat (I3P), Indol-3-essigsäure (I3ES), Indol-3-carboxaldehyd (I3C), Knureninsäure 
(KynA), Phenylpyruvat (PP), 4-Hydroxyphenylpyruvat (HPP), Benzaldehyd (BA) und 
weiteren Transformationsprodukten Kynurenin (Kyn), Phenylessigsäure (PES), 4-4-
Hydroxyphenylessigsäure (HPES) im Medium der IL4I1-überexprimierenden 
Glioblastomzelllinien U-251plx301-IL4I1 und U-87plx301-IL4I1 sowie deren Kontrollen 
wurden die in 3.2.4.2 gewonnenen und bei -80°C eingefrorenen Überstände der Zellen mittels 
der Hochleistungsflüssigkeitschromatographie-Triplequad-Massenspektrometrie (HPLC-
MS/MS) untersucht. Die Messungen und Konzentrationsbestimmungen wurden von Dr. 
Alexander Böhme, Department Ökologische Chemie, Helmholtz-Zentrum für 
Umweltforschung (UFZ), durchgeführt. Die Analyse erfolgte durch Vergleich der 
Fragmentierungsmuster mit den externen Standards mittels der Agilent HPLC 1290 Infinity II 
LC, gekoppelt an ein Agilent 6460 Triple-Quadrupole-Massenspektrometer. Für eine gezielte 




Quantifizierung der Metaboliten wurde der MRM-Modus (siehe Tab. A16) benutzt. Für die 
Quantifizierung wurden für alle Teststoffe 10 mM Stammlösungen in DMSO hergestellt. Die 
externe Kalibrierung jeder Komponente erfolgte über eine Konzentrationsreihe von 10 mM bis 
0,039 mM. Bei jeder Messung wurden für die Kalibrierung 300 μl Zellkulturmedium mit 1 μl 
der Stammlösung mitgeführt und zusammen mit den zu messenden Zellkulturüberständen 
aufgearbeitet. Zur Proteinpräzipitation wurden zu je 300 μl der Zellkulturüberstände 300 μl 
Acetonitril gegeben. Nach Zentrifugation bei 8000 rpm wurden 150 μl des Überstandes in einen 
200 μl Glaseinsatz für 1,5 ml HPLC-Glasgefäße überführt. Für die Analyse wurden 5 μl der 
Proben injiziert; Wasser + 0,1% Ameisensäure diente dabei als Eluent A und Acetonitril + 0,1% 
Ameisensäure als Eluent B. Die Messdauer lag bei 5 min mit einer Flussrate von 0,5 ml/min. 
Als Säule wurde eine 50 mm lange Poroshell 120 EC-C18 2.7 micron von Agilent verwendet. 
Die Fragmentierung erfolgte mit Hilfe von einer ESI-Quelle (Agilent Jetstream) und Stickstoff 
als Trägergas mit einer Gas Temperatur von 300°C, einer Gasflussrate von 10 l/min und einer 
Hüllgasflussrate von 11 l/min. Die Zerstäubung erfolgte bei 55 psi und die Kapillarspannung 
betrug 2000 V. Für die Auswertung wurde die MassHunter Software von Agilent verwendet. 
 
3.2.12 Statistische Auswertungen 
 
Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte in SigmaPlot und GraphPad Prism 
7. Die Graphen zeigen Mittelwerte mit Standardfehlern (standard error of the mean, SEM). Für 
nicht normalverteilte Variablen wurde der Mann-Whitney-U Test verwendet und bei gepaarten 
Variablen der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Normalverteilte Daten wurden mit dem 
Student´s t-Test ausgewertet, gepaarte Ergebnisse mit dem gepaarten t-Test. P-Werte ≤ 0,05 
wurden als signifikant betrachtet. Der Signifikanzgrad wurde in den Graphen mit Sternen (*) 
angegeben: *p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001. 
 




4 Ergebnisse und Diskussion 
 
4.1 Die Rolle von IL4I1 in Glioblastomen  
 
4.1.1 IL4I1-Expression in Glioblastomen 
 
Die aromatische Aminosäure Trp kann über verschiedene Enzyme katabolisiert werden. 
Die am besten untersuchten sind die geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme des Kynurenin-
Wegs, IDO1, IDO2 und TDO2,26 die Trp über Formylkynurenin zu Kynurenin (Kyn) abbauen. 
Aus Mikroorganismen ist eine enzymatische Reaktion bekannt, bei der die aromatischen 
Aminosäuren Trp, Phe und Tyr zu Indol-3-pyruvat (I3P) umgewandelt werden. Das humane 
Homolog dieser L-Aminosäureoxidasen (L-Amine acid Oxydase, LAAO) ist das Interleukin 4-
induced gene-1 (IL4I1). Im humanen Organismus ist die Induktion dieses Abbauweges von 
aromatischen Aminosäuren bisher nur unvollständig untersucht.  
Die Induktion der IL4I1-Expression wurde ursprünglich nach IL4-Stimulation in 
murinen B-Zellen beobachtet,144 woraus sich der Name dieses Enzyms ableitet. Später zeigte 
sich, dass IL4I1 die oxidative Desaminierung der aromatischen Aminosäuren Trp, Phe und Tyr, 
unter Bildung von Wasserstoffperoxid (H2O2) und Ammoniak, zu ihren entsprechenden α-
Ketosäuren katalysiert.174 Da dem Trp-Metabolismus vor allem durch die Bildung von AHR-
aktivierenden Liganden wie Kyn eine wichtige Rolle in der Immunevasion von Glioblastomen 
zukommt,169 sollte in dieser Arbeit die Bedeutung des alternativen Abbauweges von Trp über 
das Enzym IL4I1 für die Pathophysiologie des Glioblastoms näher untersucht werden. 
Betrachtet man auf Basis der REMBRANDT-Datenbank das Überleben von 
Gehirntumorpatienten mit hoher und niedriger IL4I1-Genexpression im Tumor, zeigt sich ein 
signifikanter Überlebensnachteil für die Patienten mit hoher IL4I1-Expression (größer vs. 
kleiner dem Median, p=1,8*10-4, n=329, Abb. 4.1.1A). Damit einhergehend ist die Expression 
von IL4I1 in Glioblastomen verglichen mit normalem, nicht-tumorartigem Gewebe signifikant 
erhöht (p=0,002). Auch im Vergleich zu den anderen Gliomsubtypen, den Astrozytomen 
(p<0,0001) und Oligodendrogliomen (p<0,0001), zeigt sich eine signifikant erhöhte IL4I1-
Expression in Glioblastomen (Abb. 4.1.1B).  





















Zusammengefasst zeigte sich, dass die IL4I1-Expression einen Einfluss auf das 
Überleben der Patienten mit GBM hat. Eine erhöhte Expression des aromatische Aminosäuren-
(AAS)-abbauenden Enzyms IL4I1 in GBM könnte daher, aufgrund seines Zusammenhangs mit 
einem verschlechterten Überleben, ein potentieller neuer prognostischer Marker oder 





Abbildung 4.1.1: IL4I1-Expression in Gliompatienten. 
A) Die Kaplan-Meier-Kurve schätzt die Assoziation zwischen der IL4I1-Expression und dem Überleben
von Gerhirntumorpatienten ab und zeigt ein signifikant schlechteres Überleben für Patienten mit einer 
IL4I1-Expression über dem Median. B) Box-Plot-Diagramm der IL4I1-Genexpression in normalem 
Gehirngewebe (n=21), Glioblastomen (GBM, n=214), Astrozytomen (n=145) und Oligodendrogliomen
(n=66). Der Box-Plot zeigt den Median, die Whisker geben den minimalen und maximalen Wert an 
(One-Way ANOVA, ***p<0,001, Gruppenvergleich durch One-Way ANOVA).  




4.1.2 Etablierung eines Glioblastom-Zellkultursystems in Abhängigkeit der AHR-
Expression 
 
Die durch IDO1/TDO2-vermittelte Aktivierung des AHR ist als wichtiger Mechanismus 
in Glioblastomen bekannt. Durch eine erhöhte Expression dieser Enzyme kommt es zu einer 
vermehrten Bildung des AHR-Agonisten Kyn.169 Eine Fragestellung, die in dieser Arbeit 
adressiert werden sollte war, ob auch die Expression von IL4I1 mit einer  Aktivierung des AHR 
assoziiert ist. Verschiedene humane Glioblastomzelllinien (A-172, LN-229, LN-18, T98-G, U-
87 MG und U-251 MG) wurden zunächst auf ihre Tauglichkeit als mögliches in vitro 
Zellkultursystem getestet.  
Verschiedene käuflich erwerbbare Glioblastomzelllinien stehen für in vitro 
Untersuchungen zur Verfügung. Phasenkontrast-Aufnahmen dieser Zelllinien zeigen, dass sie 
sich bereits in der Morphologie stark unterscheiden (Abb. 4.1.2). Die Zellen wachsen von  
bipolar, sternenförmig (LN-18), fibroblasten-ähnlich (A-172, U-251 MG, T98-G), polygonal 



















Abbildung 4.1.2: Morphologie der untersuchten adhärenten Glioblastomzelllinien. 
Phasenkontrast-Aufnahmen der Zelllinien  A-172, LN-18, LN-229, T98-G, U-87 MG und U-251 MG 
(Originalvergrößerung x 100, n=3). 




Neben der unterschiedlichen Morphologie der sechs Glioblastomzelllinien ist bekannt, 
dass diese auch Unterschiede in tumorassoziierten Genen aufweisen.179 Unter anderem 
exprimiert die Zelllinie U-251 MG ein mutiertes Tumorsuppressor-Gen p53, während die 
Zelllinie U-87 MG Wildtyp p53 exprimiert; Letzteres beeinflusst die Apoptose der Zellen.180,181 
Es ist demnach davon auszugehen, dass in den verschiedenen Zelllinien auch eine Diversität in 
der Genexpression und der folgenden Proteinexpression zu erwarten ist. Das geeignete in vitro 
Modell zur Untersuchung der Auswirkungen der IL4I1-Induktion auf die Aktivierbarkeit des 
AHR setzt eine funktionierende AHR-Signaltransduktion voraus. So wurden die verschiedenen 
Glioblastomzelllinien zu Beginn auf ihre AHR-Proteinexpression analysiert.  
 Dazu wurden von allen Zelllinien nach 48 h Kultivierung Zelllysate gewonnen und eine 
Western-Blot-Analyse durchgeführt (Abb. 4.1.3). Die Analyse verdeutlichte, dass die beiden 
Zelllinien A-172 und U-251 MG keine AHR-Proteinexpression aufwiesen. Die anderen 
untersuchten Zelllinien LN-18, LN-229, T98-G und U-87 MG hingegen zeigten eine starke, 
jedoch quantitativ unterschiedliche Expression des AHR.  
Diese Ergebnisse sind im Einklang mit vorhergegangenen Beobachtungen von 
Gramatzki et al., die deutlich verschiedene Expressionsniveaus des AHR in herkömmlichen 
Glioblastomazelllinien beobachteten. In ihrer Analyse 12 unterschiedlicher Gliomazelllinien 
war die AHR-Transkription in den Zelllinien LN-229, T98-G, D-247 MG und LN-319 am 
höchsten und in U-138 MG, U-251 MG und U-373 MG am niedrigsten. Ihre rein qualitative 
Proteinexpressionsanalyse zeigte eine deutlich stärkere AHR-Expression in den Zelllinien U-
87 MG, D-247 MG, LN-319, LN-308 im Vergleich zu den Zelllinien U-138 MG, U-251 MG, 
U-373 MG und A-172.182  
Die Ergebnisse der Proteinexpressionsanalyse von Gramatzki et al. konnten in Abb. 
4.1.3 nur teilweise bestätigt werden. So war die geringste Expression des AHR in den Zelllinien 
A-172 und U-251 MG übereinstimmend. Jedoch war der AHR in Abb. 4.1.3 am stärksten in 
der T98-G Zelllinie exprimiert und nicht in der U-87 MG Zelllinie. Die Unterschiede können 
daraus resultieren, dass Gramatzki et al. eine nicht gleichmäßige Konzentration der 
Ladekontrolle GAPDH beachteten.  
Sowohl A-172 als auch U-251 MG wiesen in Abb. 4.1.3 keine AHR-Expression auf und 
eignen sich daher als mögliche Negativkontrollen bei der Untersuchung AHR vermittelter 
Effekte. Die aufgrund ihrer AHR-Expression als mögliches in vitro System geeigneten 
Zelllinien wurden anschließend auf eine funktionierende AHR-Signaltransduktion hin 
untersucht. 








4.1.3 Überprüfung der Aktivierung des AHR in Glioblastomzelllinien 
 
Der AHR als Transkriptionsfaktor reguliert nach Aktivierung durch seine Liganden eine 
Reihe von Genen, so dass die Genexpressionsanalysen von bekannten AHR-Zielgenen zur 
Überprüfung einer funktionellen AHR-Signaltransduktion herangezogen wurden. In den AHR-
exprimierenden Glioblastomzelllinien wurde diese Aktivierung durch die Exposition mit dem 
klassischen exogenen AHR-Liganden Benzo[a]pyren (BaP) überprüft.  
Die ausgewählten Gene beruhten auf einer Studie von Michaelson et al.. Anhand der 
zeitabhängigen Genexpressionsantwort muriner Hepatomzellen auf die Exposition mit 50 nM 
und 5 μM BaP für 2, 4, 12 und 24 h erstellten sie eine Liste von 81 Zielgenen des AHR. Diese 
81 Gene wurden als primäre AHR-Antwort definiert. Das heißt diese Gene werden unmittelbar 
durch die BaP/AHR-Interaktion und anschließende Bindung des 
Transkriptionsfaktorkomplexes an entsprechende XREs aktiviert, aber nicht durch den aus dem 
BaP-Abbau gebildeten genotoxischen, elektrophilen Metaboliten BaP-Diolepoxid (BPDE).183 
Neben TIPARP, einem der bekanntesten AHR-Zielgene, wurden auch CYP1A1 und 
CYP1B1 als primäre Zielgene identifiziert. CYP1A1 und CYP1B1 kodieren für die Cytochrome 
P450 1A1 und 1B1. Die CYP1-Enzyme sind verantwortlich für die metabolische Aktivierung 
und Detoxifizierung zahlreicher PAHs.  
 Um die Aktivierung des AHR auf Transkriptionsebene in den oben genannten 
humanen Glioblastomzelllinien zu analysieren, wurden die AHR-kompetenten Zelllinien (LN-
18, LN-229, T98-G und U-87 MG) auf ihre Expressionsveränderung nach AHR-Aktivierung 
untersucht. Dazu wurden die Zellen mit dem exogenen Liganden BaP (5μM, 4 h) exponiert 
Abbildung 4.1.3: Western-Blot-Analyse der AHR-Expression in verschiedenen Glioblastomzelllinien. 
Repräsentativer Western-Blot der AHR-Proteinexpreession in den humanen Glioblastomzelllinien A-
172, LN-18, LN-229, T98-G, U-87 MG und U-251 MG nach 48 h Kultivierung. Die Zelllinin A-172
und U-251 MG exprimieren keinen AHR, die vier anderen Zelllinien zeigen eine starke AHR-
Expression. Aufgetragen: 40 μg Protein, Ladekontrolle: β-Actin. 




(Abb. 4.1.4, Tab. A1). In den Glioblastomzelllinien zeigten sich trotz der vorhandenen AHR-
Expression deutliche Unterschiede in der Expression von CYP1A1, CYP1B1 und TIPARP im 
Vergleich zur mit DMSO behandelten Kontrolle. In LN-18 und U-87 MG führte die 
Aktivierung zu einer signifikanten Erhöhung aller drei Zielgene (Student’s t-Test, n=3: LN18: 
CYP1A1, p=0,010; CYP1B1, p=0,0001; TIPARP, p=0,0072; U-87 MG: CYP1A1, p<0,0001; 
CYP1B1, p=0,023; TIPARP, p<0,001). In T-98 G wurden die beiden Gene CYP1A1 (Student’s 
t-Test, n=3, p=0,0136) und TIPARP (Student’s t-Test, n=3, p<0,0001) signifikant erhöht. 
Dagegen konnte in LN-229 Zellen durch die AHR-Aktivierung mit BaP keine Induktion der 
untersuchten Zielgene erreicht werden. Diese Beobachtung stimmt mit denen von Gramatzki et 
al. überein, die ebenfalls keine erhöhte CYP1A1 mRNA-Expression in LN-229 Zellen nach 
Exposition mit dem AHR-Agonisten 3-Methylcholanthren (3-MC) detektieren konnten. Sie 
führten dies auf eine limitierte Verfügbarkeit des Co-Faktors ARNT in dieser Zelllinie 
zurück.182 
Zusammengefasst konnten drei mögliche Glioblastomzelllinien identifiziert werden, in 
denen die Aktivierung des AHR durch einen xenobiotischen Liganden zur transkriptionellen 
Induktion von AHR-Zielgenen führte. Diese erschienen somit für weitere in vitro Untersuchung 
der AHR-Aktivierung durch IL4I1-vermittelte Effekte als geeignet. Zudem konnten  bestätigt 
werden, dass die drei Zielgene, die durch Michaelson et al. identifiziert wurden, auch in den 













































Die Aktivierbarkeit des AHR ist stark kontextabhängig, so wurde neben der 
Genexpressionsantwort auf den exogenen Liganden BaP auch die transkriptionelle 
Veränderung auf einen bekannten endogenen Liganden untersucht. Es gibt zahlreiche Stoffe, 
die bisher als endogene AHR-Liganden identifiziert wurden. Einige dieser Liganden 
entstammen dem Metabolismus des Trp und auch eine Reihe von Indolen können den AHR 
binden.184,185 In Studien, die das Agonistenpotential einer Verbindung bewerten, ist es wichtig 
zu analysieren, ob physiologisch relevante Konzentrationen die AHR-Aktivität vermitteln 
können.186  
Abbildung 4.1.4: AHR-Zielgenexpression in humanen Glioblastomzelllinien nach 4 h Exposition mit 
BaP. 
Die Balkendiagramme repräsentieren die Genexpression der AHR-Zielgene CYP1A1, CYP1B1 und 
TIPARP in den Glioblastomzelllinien LN-18, LN-229, T98-G und U-87 MG. Die Zielgene werden nach 
Exposition mit 5μM BaP für 4 h in den Zelllinien LN-18, T98-G und U-87 MG erhöht exprimiert. Daten 
zeigen die Mittelwerte ± SEM, normiert auf U6 relativ zur DMSO-Kontrolle, n=3. (Student’s t-Test, 
p<0,05, **p<0,01,***p<0,001). 




Ob die betrachteten Glioblastomzelllinien auch unter physiologischen Bedingungen auf die 
Aktivierung des AHR reagieren, wurde mittels des endogenen Liganden Kyn überprüft. Die 
verwendete Konzentration (50 μM) ist vergleichbar mit Werten, die auch klinisch beim 
Menschen in Entzündungsgebieten nach Aktivierung von IDO festgestellt wurden.19 
Die humanen Glioblastomzelllinien wurden für 4, 12 und 24 h mit 50 μM Kyn 
exponiert, um den zeitlichen Verlauf der Aktivierung der AHR-Zielgene zu analysieren (Abb. 
4.1.5, Tab. A2). In verschiedenen Studien konnte schon eine zeitliche Abhängigkeit der 
Aktivierung des AHR und seiner Zielgene festgestellt werden.187,188 Zu den in Abb. 4.4 
analysierten Zielgenen CYP1A1, CYP1B1 und TIPARP wurde noch der kinetische Verlauf eines 
weiteren Gens von Michealson et al. betrachtet. Kruppel-Like Factor 9 (KLF9) codiert  einen 
Transkriptionsfaktor, der durch den Glucocorticoid-Rezeptor (GR) reguliert wird, der in der 
Adipogenese beteiligt ist, und er zählt auch zu den direkten AHR-Zielgenen.183 
Die Abhängigkeit der mRNA-Expression der AHR-Zielgene von der Expositionszeit 
mit Kyn verhielt sich bei den untersuchten Zielgenen verschieden. CYP1A1 (Student’s t-Test, 
p<0,001, n=3) und TIPARP (Student’s t-Test, p<0,001, n=3) zeigten nach 4 h den größten 
Anstieg der Genexpression. Die Expression von CYP1B1 (Student’s t-Test, p<0,001, n=3) und 
KLF9 (Student’s t-Test, p=0,005, n=3) war nach 24 h Exposition am stärksten. Das verdeutlicht, 
dass die Expression zwischen den einzelnen Genen stark variiert. Die verschiedenen 
Expressionsprofile der beiden Cytochromen P450 wurden bereits von Santostefano et al. 
beschrieben. Sie zeigten, dass der exogene Ligand TCDD in vivo in weiblichen Sprague-
Dawley-Ratten zwei deutlich verschiedene Profile der relativen zeitabhängigen Zu- und 
Abnahme der hepatischen CYP1A1- und CYP1B1-Proteinexpression herbeiführt. Sie 
begründeten dies mit der Lage und Anzahl der XREs sowie variablen potentiellen Bindestellen 
für andere Faktoren innerhalb der regulatorischen Regionen der Cytochrome P450. Das heißt, 
dass differentielle Mechanismen der Cytochrom P450-Genexpression  (vgl. Abb. 4.1.5) und die 
anschließende transkriptionelle Aktivierung für Unterschiede in der zeitabhängigen 
Proteinexpression verantwortlich sein könnten.189 Die in Abb. 4.1.5 gezeigten 
unterschiedlichen Expressionsprofile verschiedener AHR-Zielgene, kann durch die Studie von 
Cheng et al. bekräftigt werden. Sie beschrieben, dass verschiedene AHR-Liganden bei 
unterschiedlichen Zielgenen (CYP1B1 und TIPARP) in jungen adulten Mauskolonzellen (young 
adult mouse colonocyte, YAMC) substrat- und genspezifisch agieren.190  
Zusammengefasst zeigt sich, dass es mit den bisherigen Untersuchungen nicht möglich 
ist, eine generelle zeitliche Abhängigkeit der Aktivierung der AHR-Gene zu bestimmen. 













4.1.4 IL4I1-Expression in den Glioblastomzelllinien 
 
 Frühere Studien zeigten, dass IL4I1 vor allem in Immunzellen exprimiert wird, aber 
auch in neoplastischen Zellen von B-Zell Lymphomen und Tumor-assoziierten 
Makrophagen.146 In Abschnitt 4.1.1 dieser Arbeit konnte anhand öffentlich zugänglicher Daten 
gezeigt werden, dass IL4I1 auch im humanen Tumorgewebe von Gliompatienten exprimiert 
wird. Da die Funktion des Enzyms mit dem Abbau aromatischer AS in Zusammenhang steht, 
fokussierte diese Arbeit auf die funktionellen Auswirkungen der IL4I1-Expression in 
Glioblastomzelllinien. Zunächst wurden die eingesetzten Glioblastomzelllinien nach einer 
Kultivierungsdauer von 72 h in der Western-Blot-Analyse auf ihre IL4I1-Proteinexpression hin 
untersucht. Die eingesetzte Positivkontrolle für IL4I1 wurde mit Hilfe des Human Protein Atlas 
Abbildung 4.1.5: AHR-Zielgenexpression in LN-18 nach Exposition mit 50 μM Kyn.  
Die Balkendiagarmme stellen die Genexpression der AHR-Zielgene CYP1A1, CYP1B1, TIPARP und
KLF9 in der Glioblastomzelllinie LN-18 nach Exposition mit 50 μM Kyn für 4, 12 und 24 h dar.
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM, normiert auf U6 relativ zur DMSO-Kontrolle, n=3. (Student’s
t-Test, p<0,05, **p<0,01,***p<0,001). 




(Tissue-based map of the human proteome, https://www.proteinatlas.org/) ausgewählt.191 Die 
Zelllinie mit der höchsten IL4I1-RNA-Expression wies die aus einem männlichen Patienten mit 
Hodgkin-Lymphom isolierte Zellline HDLM-2 auf, die daher als Positivkontrolle für die IL4I1-
Expression in der Western-Blot-Analyse verwendet wurde (Abb. 4.1.6A).  
 Die Analyse zeigte, dass die Zelllinie HDLM-2 IL4I1 exprimiert, während in den 
sechs Glioblastomzelllinien A-172, LN-18, LN-229, T98-G, U-87 MG sowie U-251 MG keine 
IL4I1-Expression nachgewiesen werden konnte (Abb. 4.1.6B). Wie erwähnt wird IL4I1 in 
Immunzellen wie z.B. in B-Zellen von mehreren B-Zell-Lymphomen exprimiert, hauptsächlich 
im follikulären Lymphom, im lymphozytenprädominanten nodulären Hodgkin-Lymphom 
(NLPHL) und im kleinzelligen B-Zell-Lymphom.145,146 Dies ist somit übereinstimmend mit der 
IL4I1-Expression in den HDLM-2-Zellen. Da keine IL4I1-Proteinexpression in den 
Glioblastomzelllininen nachgewiesen werden konnte, erscheinen die Wildtypformen der zuvor 
untersuchten Glioblastomzelllinien als in vitro Modell nicht geeignet, um in weiterführenden 
Analysen den Einfluss von IL4I1 in Glioblastomen näher zu charakterisieren. Daher wurden 
zwei Wildtyp-Glioblastomzellinien mit (U-87 MG) und ohne (U-251 MG) AHR-Expression 
herangezogen, die mit einem IL4I1-Überexpressionsvektor transduziert wurden (U-87plx301-
IL4I1 und U-251plx301-IL4I1). 
 













4.1.5 Erhöhung der IL4I1-Expression in den Glioblastomzelllinien U-87 MG und U-
251 MG  
 
 Aufgrund der in Abb. 4.1.6 dargestellten Ergebnisse wurden für die nächsten 
Untersuchungen Zelllinien benötigt, die eine starke IL4I1-Expression aufweisen. Daher wurden 
zwei der humanen Glioblastomzelllinien ausgewählt und mit einem IL4I1-
Überexpressionsvektor transduziert. Die lentivirale Transduktion wurde in der Arbeitsgruppe 
A 
B 
Abbildung 4.1.6: IL4I1-Expression in verschiedenen Zelllinien. 
A) Die Balkendiagramme repräsentieren die IL4I1-RNA-Expression in verschiedenen Zelllinien
(Quelle: Human Protein Atlas). Die humane Hodgkin-Lymphomzelllinie HDLM-2 zeigt die höchste
IL4I1-Expression. B) Repräsentativer Western-Blot von IL4I1 in der Zelllinie HDLM-2 und in den
humanen Glioblastomzelllinien A-172, LN-18, LN-229, T98-G, U-87 MG und U-251 MG. Es wurde
keine IL4I1-Expression in den Glioblastomzelllinien nachgewiesen. Aufgetragen: 20 μg Protein,
Ladekontrolle: β-Actin. 




von Dr. C. Opitz, DKFZ, Heidelberg durchgeführt. Zunächst wurde in den transduzierten 
Zelllinien U-87plx301-IL4I1 und U-251plx301-IL4I1 untersucht, ob der Einfluss der IL4I1-
Überexpression und der somit verbundene Abbau von aromatischen Aminosäuren, vor allem 
von Trp, eine Aktivierung des AHR hervorruft. Dazu wurden die U-87 MG 
Kontrollvektorzellen (LV) und die U-87 MG IL4I1-überexprimierenden Zellen (ÜE) für 120 h 
kultiviert und auf ihre IL4I1- sowie ihre AHR-Proteinexpression mittels Western-Blot-Analyse 
untersucht (Abb. 4.1.7, Tab. A3). Die Analyse bestätigte, dass die Transduktion mit dem IL4I1-
überexprimierenden Vektor erfolgreich war und dass die Kontrollvektorzellen keine IL4I1-
Expression aufweisen. Die AHR-Proteinexpression ist in den IL4I1-überexprimierenden Zellen 
im Vergleich zu den Kontrollvektorzellen um 51,5% geringer (Student´s t-Test, p=0,0181, 
n=5). Die Abnahme lässt eine Aktivierung des AHR durch IL4I1 vermuten, da er 
bekanntermaßen nach seiner Aktivierung und transkriptionellen Regulation zum Zytosol 
transportiert wird (vgl. 2.2.2). Dort erfolgt der Ubiquiton-vermittelte Abbau des AHR durch 
das 26S-Proteasom.108-111 Die Menge ligandenaktivierter AHR wird somit kontrolliert, so dass 
die Transkription der AHR-Zielgene auf einem bestimmten Level gehalten wird.109 
Zusammengefasst bestätigen die Ergebnisse zum einen, dass IL4I1 in den 
Glioblastomzelllinien nach Transduktion mit dem Überexpressionsvektor nachweisbar ist. Zum 
anderen zeigt sich, dass eine enzymatische Aktivität des IL4I1 vorliegt, die zu einer Aktivierung 













Abbildung 4.1.7: IL4I1- und AHR-Proteinexpression in U-87 MG Kontrollvektorzellen und IL4I1-
überexprimierenden U-87 MG Zellen. 
A) Repräsentativer Western-Blot der AHR-und IL4I1-Proteinexpression in der Kontrollverktorzelllinie
U-87 MG (LV) sowie der IL4I1-überexprimierenden Zelllinie U-87 MG (ÜE) nach 120 h Kultivierung.
Aufgetragen: 20 μg Protein, Ladekontrolle: β-Actin. B) Das Balkendiagramm stellt die
densitometrische Auswertung der Western-Blot-Analyse dar. Daten sind angegeben als  ± SEM, n=5.
(Student’s t-Test, p<0,05). 
 




4.1.6 Aktivierung des AHR in IL4I1-überexprimierenden Zellen  
 
Nachdem auf Proteinebene in der AHR-kompetenten Zelllinie U-87 MG gezeigt werden 
konnte, dass die Aktivierung des AHR durch eine Überexprimierung von IL4I1 beeinflusst 
werden kann, sollte dies nun auch auf Transkriptionsebene nachgewiesen werden. Dazu wurden 
sowohl Kontrollvektorzellen als auch IL4I1-überexprimierende Zellen der Zelllinien U-87 MG 
sowie U-251 MG für 120 h kultiviert und die Expression und Regulation einiger AHR-Zielgene 
mittels qPCR überprüft. 
In Abb. 4.1.8A sind AHR-kompetente transduzierte U-87 MG Zellen und in Abbildung 
4.1.8B sind transduzierte U-251 MG Zellen dargestellt; letztere sind AHR-negativ. Die 
jeweiligen mit dem Leervektor transduzierten Zellen dienen als Negativkontrolle der IL4I1-
Expression. Zu den bereits bekannten verwendeten AHR-Zielgenen CYP1A1, CYP1B1, 
TIPARP und KLF9 wurden noch weitere aus der Literatur bekannte AHR-Zielgene (NFE2L2, 
BMF, SERPINB2, AHRR) in die Untersuchungen eingeschlossen.183 Der Nuclear factor 
erythroid-derived 2-like 2 (NFE2L2) ist ebenso ein Transkriptionsfaktor, der einen Einfluss auf 
den Lipidstatus vor allem in der Adipogenese hat.192 AHR und NFE2L2 können beide an die 
Promotoren des jeweils anderen binden und damit die Transkription direkt beeinflussen,192,193 
so dass eine wechselseitige Regulation der beiden Stoffwechselwege vorliegt.81 Das pro-
apoptotische Gen Bcl-2 modifying factor (BMF) ist ebenso ein AHR-Zielgen. B-cell lymphoma 
2 (BCL-2) ist ein Mitglied der BCL-2 Familie von Proteinen, die den programmierten Zelltod 
(Apoptose) regulieren.194 Serpin Family B Member 2 (SERPINB2) wurde schon in mehreren 
Studien als eines der am stärksten AHR-abhängigen Gene gezeigt. So wurde dessen 
Induzierbarkeit durch TCDD in vielen Zelllinien nachgewiesen.195,196 SERPINB2 ist Mitglied 
der Serpin-Superfamilie197 und tritt als Inhibitor des Urokinase-Typ Plasminogen Aktivators 
(urokinase-type plasminogen activator, uPA) und des gewebespezifischen 
Plasminogenaktivators (tissue-type plasminogen activator, tPA) auf.198,199 Dabei agiert er als 
ein Selbstmordsubstrat, d.h. er ist ein Pseudosubstrat, um kovalente SerpinB2-uPA oder 
SerpinB2-tPA Komplexe zu bilden.200 Die AHRR-Expression wird durch eine oder mehrere 
DREs in der Enhancer/Promoter-Sequenz des humanen AHRR-Gens reguliert, so dass AHR die 
Expression seines eigenen Repressor-Proteins kontrolliert.201,202 
Für diese im nächsten Versuch (Abb. 4.1.8, Tab. A4) ausgewählten AHR-Zielgene 
zeigte sich in den AHR-kompetenten U-87 MG Zellen eine signifikante Steigerung der 
Expression in den IL4I1-überexprimierenden Zellen (ÜE) im Vergleich zu den 
Kontrollvektorzellen (LV) (Student´s t-Test, n=10: BMF, p<0,0001; CYP1A1, p<0,0001; 




KLF9, p<0,0001; TIPARP, p=0,0003; CYP1B1, p=0,0063; AHRR, p=0,0061; NFE2I2, 
p=0,0014; SERPINB2, p=0,0013). Die transduzierten U-251 MG Zellen, die keinen AHR 
exprimieren, wiesen für alle oben genannten AHR-Zielgene keine signifikanten Änderungen in 
der Expression der IL4I1-überexprimierenden Zellen im Vergleich zu den U-251 
Kontrollvektorzellen auf. Dies bestätigt, dass die Expression der ausgewählten Gene AHR-
abhängig ist. SERPINB2 wird in den U-251 Zellen nicht exprimiert. 
Zusammengefasst konnte hier erstmalig beschrieben werden, dass eine Überexpression 
von IL4I1 in AHR-kompetenten Glioblastomzelllien zu einer Aktivierung von Zielgenen des 





















Abbildung 4.1.8: AHR-Zielgenexpression in IL4I1-überexprimierenden Zellen. 
Die Balkendiagarmme repräsentieren die Genexpression der AHR-Zielgene in den
Glioblastomzelllinien U-87 MG (A) und U-251 MG (B), die mit einem Leervektor (LV) und einem 
IL4I1-überexprimierenden Vektor (IL4I1 ÜE) transduziert wurden. Diese Zellen wurden für 120 h
kultiviert und die Expression der AHR-Zielgene TIPARP, CYP1A1, CYP1B1, KLF9, AHRR, BMF, 
NFE2I2 und SERPINB2 bestimmt. Eine erhöhte Expression der Zielgene wurde in den U-87 MG ÜE
Zellen im Vergleich zu den U-87 LV Zellen nachgewiesen. Die U-251 MG ÜE Zellen zeigten keine 
Genexpressionsänderung. SERPINB2 wird in den U-251 MG Zellen nicht exprimiert. Daten stellen die








Aus dem vorhergegangenen Experiment lässt sich schließen, dass die IL4I1-Expression 
möglicherweise zu der Bildung von Metaboliten führt, die zu einer Aktivierung des AHR führen 
können. Für den in Glioblastomen gebildeten Trp-Metaboliten Kyn ist bekannt, dass er von den 
Tumorzellen sezerniert werden kann.169  
Ob die IL4I1-Überexpression tatsächlich zur Bildung und Sezernierung von AHR-
aktivierenden Metaboliten führt, wurde in den AHR-kompetenten LN-18 Zellen näher 
untersucht. Für diese Analyse wurden die IL4I1-überexprimierenden Zelllinien U-87 MG (U-
87 MG ÜE) und U-251 MG (U-251 ÜE) zunächst für 120 h kultiviert, um eine ausreichende 
Akkumulierung von Metaboliten zu erreichen. Die abgenommenen Zellüberstände wurden im 
Anschluss in flüssigen Stickstoff schockgefroren und für die Expositionsexperimente der LN-
18 Zellen verwendet. Dazu wurden die Zellen mit den beschriebenen Überständen, sowie der 
Medium-Kontrolle für 4 h exponiert, und es wurde anschließend eine Expressionsanalyse der 
AHR-Zielgene CYP1A1, CYP1B1, TIPARP, KLF9, AHRR und CPOX durchgeführt (Abb. 
4.1.9A, Tab. A5). CPOX ist ein weiteres aus der Literatur bekanntes AHR-Zielgen. 
Coproporphyrinogen Oxidase (CPOX) ist an der Produktion des Häm beteiligt. Es ist 
verantwortlich für die Entfernung des Kohlenstoff- und Sauerstoffatoms vom 
Coproporphyrinogen III, um Protoporphyrinogen IX zu bilden. Dieses wird wiederum 
modifiziert, und es wird ein Eisenatom eingebaut, so dass letztendlich Häm gebildet wird.203 
Die Expositionsdauer von 4 h wurde gewählt, da aus den vorherigen Ergebnissen (vgl. Abb. 
4.1.5) die transkriptionelle Antwort auf die AHR-Aktivierung nach dieser Dauer am stärksten 
erwartet wird. Für alle sechs Zielgene (AHRR, CPOX, CYP1A1, CYP1B1, KLF9 und TIPARP) 
konnte eine signifikante Expressionserhöhung in den mit IL4I1-überexprimierenden 
Überständen behandelten LN-18 Zellen im Vergleich zur Medium-Kontrolle beobachtet 
werden. Das zeigte sich sowohl in den Zellen, die mit dem Überstand der U-87 MG ÜE Zellen 
behandelt wurden, als auch in den Zellen mit Behandlung des Überstands der U-251 MG ÜE 
Zellen. Für das Zielgen TIPARP wurde dabei die größte Expressionssteigerung festgestellt. So 
war die TIPARP-Expression in den LN-18, die mit U-87 MG Überständen behandelt wurden, 
9-fach erhöht (Mann-Whitney-Test, p=0,0079, n=4). Eine 12-fache Erhöhung der Expression 
von TIPARP wurde in den mit U-251 MG-Überständen behandelten Zellen nachgewiesen 
(Mann-Whitney-Test, p=0,0079, n=4). Für die restlichen AHR-Zielgene lag die Erhöhung der 
Expression in den behandelten LN-18 Zellen um das 1,9 bis maximal 7,2-fache im Vergleich 
zur Medium-Kontrolle. Die Überstände der beiden transduzierten Zelllinien zeigten 
vergleichweise analoge Ergebnisse, wobei der Überstand der U-251 MG Zellen bei vier der 
sechs Zielgenen, bei TIPARP (Mann-Whitney-Test, p=0,0079, n=4), CYP1A1 (Mann-Whitney-




Test, p=0,0043, n=4), AHRR (Mann-Whitney-Test, p=0,0079, n=4) und bei CPOX (Mann-
Whitney-Test, p=0,0079, n=4), eine höhere Genexpression hervorrief als bei dem Überstand 
der U-87 MG Zellen. Dies könnte darauf deuten, dass die IL4I1-Expression in den IL4I1-
überexprimierenden U-251 MG Zellen und die damit verbundene enzymatische Aktivität höher 
sind oder/und dass die sezernierte Konzentration der durch IL4I1-gebildeten Metabolite, die 
den AHR aktivieren, größer ist. Dazu wurde die Genexpression von IL4I1 in den U-87 MG LV, 
U-87 MG ÜE, U-251 MG LV sowie U-251 MG ÜE Zellen nach 120 h untersucht (Abb. 4.1.9B, 
Tab. A6). Die IL4I1-Expression ist in den U-251 MG ÜE Zellen 13-fach stärker (Gepaarter t-
Test, p<0,0001, n=4) als in den U-87 MG ÜE Zellen. Das könnte eine mögliche Erklärung sein, 
weshalb die AHR-Zielgene in den LN-18 Zellen nach Exposition mit den U-251 MG ÜE 
Überständen stärker exprimiert sind, im Vergleich zur Exposition mit Überständen von U-87 


























































Um die Aktivierung des AHR durch die Überstände auch auf Proteinebene zu 
verifizieren, wurde die AHR-kompetente Glioblastomzelllinie LN-229 mit den Überständen 
der IL4I1-überexprimierenden Zellen U-87 MG (ÜE) sowie U-251 MG (ÜE) für 4 h exponiert, 
Abbildung 4.1.9: Expression der AHR-Zielgene nach Exposition von LN-18 mit Überständen der 
IL4I1-überexprimierenden U-87 MG und U-251 MG Zellen. 
A) Die Balkendiagramme stellen die Genexpression der AHR-Zielgene in der Glioblastomzelllinie LN-
18 dar, die mit Überständen der IL4I1-überexprimierenden Zelllinien U-87 MG (U-87  MG ÜE) sowie
U-251 MG (U-251  MG ÜE) für 4 h exponiert wurde. Die mRNA-Expression der AHR-Zielgene AHRR,
CPOX, CYP1A1, CYP1B1, KLF9 und TIPARP wurde bstimmt. Erhöhte Expression der Zielgene in den 
LN-18 Zellen mit ÜE-Überständen im Vergleich zu den LV-Überständen. Die Daten zeigen die 
Mittelwerte ± SEM, normiert auf U6 relativ zur Medium-Kontrolle, n=5. (Mann-Whitney-Test,
*p<0,05, **p<0,01). B) Das Balkendiagramm repräsentiert die IL4I1-Expression der U-87 MG LV und
U-251 MG LV sowie IL4I1-überexprimierenden U-87 MG ÜE und U-251 MG ÜE Zellen nach 120 h. 








und anschießend wurde die Proteinexpression mittels Western-Blot-Analyse analysiert. Die 
Translokation des aktivierten AHR wurde dabei durch eine separate Analyse der AHR-
Expression in der Kern- und Zytoplasmafraktion der Zelllysate dargestellt (vgl. 3.2.11.1). Die 
Abbildung 4.1.10A (siehe auch Tab. A7) zeigt die AHR-Translokation nach Exposition mit 
IL4I1-überexprimierenden Überständen (U-87 MG ÜE,  U-251 MG ÜE). Sowohl für den 
Überstand der IL4I1-überexprimierenden, AHR-kompetenten U-87 MG Zellen (Student´s t-
Test, p=0,0449, n=4) als auch für den der AHR-negativen U-251 MG Zellen (Student´s t-Test, 
p=0,0431, n=4) zeigte sich in der Kernfraktion eine signifikant verstärkte AHR-Expression im 
Vergleich zum Zytoplasma. Die Medium-Kontrolle hingegen wies bei der Zytoplasmafraktion 
eine stärkere AHR-Expression auf. 
 Um einen Vergleich zwischen IL4I1-überexprimierenden Überständen mit 
Kontrollvektorüberständen hinsichtlich der Aktivierung des AHR zu erhalten, wurden die LN-
229 Zellen für 4 h mit den jeweiligen Überständen (U-251 MG ÜE, U-251-MG LV) exponiert 
und die Kern- und Zellplasmafraktion ebenso analysiert (Abb. 4.1.10B, Tab. A8). Dabei zeigte 
sich eine signifikante AHR-Expression im Zellkern der Zellen (Gepaarter t-Test, p=0,031, n=3), 
die mit IL4I1-überexprimnierenden Überständen behandelt wurden. Für die Zellen mit 
Kontrollvektorüberstandsbehandlung zeigte sich eine ähnlich hohe Expression im Kern und im 
Zytoplasma.  
Aus beiden Abbildungen kann eine Translokation des AHR vom Zytoplasma in den 
Kern nach Inkubation mit den IL4I1-überexprimierenden Überständen und den darin 
sezernierten IL4I1-abstammenden Metaboliten festgestellt werden. Dieses Resultat stimmt 
überein mit dem aus Abb. 4.9, bei dem die Aktivierung des AHR durch die Überstände auf 
Transkriptionsebene gezeigt wurde. Ähnlich wie in Abb. 4.1.9 ist auch in Abb. 4.1.10A eine 
größere Aktivierung des AHR in den Zellen zu erkennen, die mit dem U-251 MG ÜE Überstand 
behandelt wurden und zwar im Vergleich zu den mit dem U-87 MG ÜE Überstand exponierten 
Zellen. Das kann ebenso wieder mit der erhöhten Expression des IL4I1 in den U-251 MG ÜE 
Zellen und der damit verbundenen erhöhten Sekretion der Metabolite in den Überständen 
zusammenhängen. Da die Überstände nicht IL4I1-überexprimierender Zellen keinen Einfluss 
auf die Aktivierung des AHR haben (Abb. 4.1.10 B), ergibt sich ein direkter Zusammenhang 
zwischen der IL4I1-Expression bzw. Metaboliten-Sezernierung und der Aktivierung von AHR 






























4.1.7 Analyse der von IL4I1-gebildeten Metabolite zur AHR-Aktivierung  
 
Da sowohl auf Transkriptions- als auch auf Proteinebene die Überstände der IL4I1-
überexprimierenden Zellen zu einer Aktivierung des AHR führten, wurde in dieser Arbeit 
weiterführend analysiert, welche Metabolite in diesen Überständen vorkommen, die eine 
Aktivierung des AHR herbeiführen können. Wie bereits erwähnt ist bekannt, dass IL4I1 die 
Oxidation von L-Aminosäuren zu α-Ketosäuren katalysiert.174 Mason et al. beobachteten in 
murinen NIH3T3 Zellen, die transient IL4I1 überexprimierten, dass die Präferenz beim 
enzymatischen Abbau der aromatischen Aminosäuren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan 
A B 
Abbildung 4.1.10: Nukleäre Translokation des AHR in LN-229 nach Exposition mit IL4I1-
überexprimierenden Überständen. 
Repräsentative Darstellung eines Western-Blots und densitometrische Auswertung der AHR-
Proteinexpression im Zytoplasma und im Kern der AHR-kompetenten Glioblastomzelllinie LN-229. A)
Verstärkte Translokation des AHR nach vierstündiger Exposition mit Überständen der IL4I1-
überexprimierenden Zellen U-87 MG (ÜE) und U-251 MG (ÜE) im Vergleich zum Medium. Daten
zeigen die Mittelwerte ± SEM, n=4. (Student´s t-Test, *p<0,05). B) Erhöhte Translokation des AHR
nach vierstündiger Exposition mit Überständen der IL4I1-überexprimierenden Zellen U-251 MG (ÜE)
im Vergleich zu den Kontrollvektorüberständen von U-251 MG (LV). Daten stellen die Mittelwerte ± 
SEM dar, n=3. (Gepaarter t-Test, *p<0,05). Aufgetragen: 30 μg Protein, Ladekontrolle: α-Tubulin und
Lamin A. 




liegt.174 Diese Aminosäuren werden entsprechend zu den α-Ketosäuren Phenylpyruvat (PP), 4-










Die Translokation des AHR durch die Umwandlungsprodukte HPP, PP und I3P in 
AHR-kompetenten Zelllinien wurde mit verschiedenen Methoden analysiert. Zunächst wurde 
die Translokation in EGFP-Ahr transfizierten murinen tao BpRc1 Zellen 
fluoreszenzmikroskopisch (BD PathwayTM 855) analysiert. Die Zellen wurden dazu 48 h vor 
der Metaboliten-Exposition auf Tet-Off gesetzt, d.h. das Kulturmedium wurde durch 
tetrazyklinfreies Medium ersetzt. Dann wurden die Zellen mit 25 μM HPP, 25 μM PP und 25 
μM I3P (4 h) exponiert und die Translokation des AHR wurde fotografisch aufgenommen 
(Abb. 4.1.12A). Die Metabolite HPP und PP zeigen ähnlich wie die Kontrolle DMSO eine 
EGFP-Expression im Zytoplasma, d.h. der Ahr befindet sich dort im inaktivierten Zustand. 
Wohingegen die Zellen, die mit I3P exponiert wurden, hauptsächlich EGFP im Kern 
exprimieren. Dies deutet auf einen aktivierten Ahr hin.  
In einem weiteren Zellsystem, dem Luciferase-Reportergen-Assay (CALUX Assay), 
wurde die Ratten-Hepatomzelllinie H4L7.5c2 eingesetzt (Abb. 4.1.12B). Diese exprimiert 
stabil das Luciferase-Reportergen-Plasmid pGudLuc7.5, das einige AHR xenobiotic response 
elements (XREs) enthält. Die Zellen wurden mit den Metaboliten für 24 h inkubiert, und die 
Lumineszenz gemessen. Über die Lumineszenz wurde das Potential der AHR-Aktivierung der 
verschiedenen Konzentrationen der Metaboliten PP, HPP und I3P bestimmt. Die beiden 
Metabolite PP und HPP zeigten wie bei der Translokationsanalyse keine Aktivierung des AHR. 
Abbildung 4.1.11: Enzymatische Umwandlung der L-Aminosäuren Tryptophan, Phenylalanin und 
Tyrosin durch IL4I1. 
Die L-Aminosäuren Tryptophan, Phenylalanin und Tyrosin werden durch das Enzym IL4I1 zu Indol-
3-pyruvat (I3P), Phenylpyruvat (PP) und 4-Hydroxyphenylpyruvat (HPP) umgewandelt. 




Nur I3P führte zu einer starken AHR-Aktivierung mit einem EC10-Wert von 2,85x 10-7 M aus 
allen drei Replikaten (n=3). Eine Zytotoxizität war nur in einem der drei Replikate und das bei 
der höchsten Konzentration mit einem IC10 von 7,06x 10-4 M sichtbar.  
Aus beiden Analysen, sowohl in murinen Zellen als auch in Zellen der Ratte, ist eine 
Aktivierung des AHR nur durch I3P und nicht durch HPP und PP zu erkennen. Diese 
Ergebnisse sollten in einer humanen AHR-kompetenten Glioblastomzelllinie bestätigt werden. 
Die LN-229 Zellen wurden mit 25 μM I3P, 40 μM HPP, 40 μM PP, und 10 nM TCDD als 
Positivkontrolle exponiert und die Genexpression der beiden AHR-Zielgene CYP1A1 und 
CYP1B1 analysiert (Abb. 4.1.12 C, Tab. A9). Die Expression beider Gene war nach 
Behandlung mit HPP und PP nicht signifikant verändert (n=3). Dagegen führte die Exposition 
mit I3P zu einer signifikanten Änderung der Genexpression in CYP1A1 (Student´s t-Test, 
p<0,0001, n=3) und CYP1B1 (Student´s t-Test, p=0,0028, n=3) analog dem exogenen Liganden 
TCDD (Student´s t-Test, n=3: CYP1A1, p=0,001; CYP1B1, p=0,0028).  
Mehrere Studien konnten ebenso zeigen, dass der Metabolit I3P, jedoch gebildet durch 
die Enzyme D-Aminosäureoxidase und Aspartat Aminotransferase (AST), zu einer Aktivierung 
des AHR führen. So zeigten Bittinger et al. in einem luciferasegekoppelten AHR-Reporter-
Assay, stabil transfiziert in der humanen Hepatomazelllinie (HepG2 Zellen), dass das durch die 
Aspartat-Aminotransferase aus L-Trp gebildetete I3P zu einem verstärkten Luciferasesignal 
und somit zu einer Aktivierung des AHR führte. Im Gegensatz zu der in dieser Doktorarbeit 
nicht erzielten Aktivierung des AHR durch HPP, konnte in der Studie von Bittinger et al. 
beschrieben werden, dass das aus Tyr durch die AST gebildete HPP ebenfalls zu einer 
Aktivierung des AHR führte. Dieser Effekt war jedoch wesentlich schwächer als der durch I3P-
vermittelte Effekt. Da sie eine sehr hohe Konzentration von HPP (500 μM) eingesetzt hatten, 
könnte dies den Unterschied zwischen den unterschiedlichen Aktivierungspotentialen 
erklären.184 Aoki et al. konnten ebenso in ihrer Studie eine Aktivierung des AHR nur durch I3P 
nachweisen. Sie verabreichten in Mäusen oral die drei Pyruvate und analysierten die AHR-
Aktivierung in den gesammelten Stuhlproben mittels eines Luciferase-Reportergen-Assays und 
einer Genexpressionsanalyse von CYP1A1 in den entnommenen Mauskolons. Da nur I3P zu 
einer Aktivierung der AHR im Kolon führte, stellte sich auch in dieser Studie das Pyruvat I3P 
als ein AHR-Agonist im Intestinaltrakt heraus.204 Zusätzlich zu den übereinstimmenden Studien 
zeigten auch Nguyen et al., dass I3P, welches durch die D-Aminosäureoxidase aus D-Trp 
gebildet wird, in vitro in der 10l-Zelllinie den AHR aktiviert.205   




Zusammengefasst ist festzuhalten, dass von den drei Umwandlungsprodukten der 
aromatischen Aminosäuren Trp, Phe und Tyr durch IL4I1 nur das aus Trp gebildete I3P in 



































Abbildung 4.1.12: AHR-Aktivierungspotential der durch IL4I1-gebildeten Metaboliten PP, HPP und 
I3P in verschiedenen Spezies. 
A) Repräsentative Darstellung der Translokationsassays der murinen EGFP-Ahr exprimierenden tao 
BpRc1c Zelllinie. Die Zellen wurden mit 25 μM PP, 25 μM HPP, 25 μM I3P oder DMSO für 4 h 
exponiert. Nur I3P führt zu einer nukleären Translokation des Ahr (Originalvergrößerung x 20, n=3). 
B) Die Ratten-Hepatomzelllinie H4L7.5c2 exprimiert stabil ein Luciferase-Reportergen, gekoppelt an 
xenobiotoc response elements (XREs). Die Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen der 
Metaboliten PP, HPP und I3P exponiert. Die linke Y-Achse stellt die Antwort der Luciferase bezogen 
auf TCDD dar (Symbole in weiß). Die rechte Y-Achse zeigt die Zellviabilität, bezogen auf die Kontrolle 
(Symbole in schwarz). Nur I3P führt zu einer XRE-Luciferase-Aktivität (n=3). C) Die 
Balkendiagramme stellen die Genexpression der AHR-Zielgene CYP1A1 und CYP1B1 dar. Die humane 
Glioblastomzelllinie LN-229 wurde für 4 h mit 10 nM TCDD, 25 μM I3P, 40 μM HPP oder 40 μM PP 
exponiert. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte ± SEM, normiert auf U6 relativ zur Kontrolle 
DMSO, n=3. (Student´s t-Test, *p<0,05, **p<0,01,***p<0,001). 




Nachdem fluoreszenzmikroskopisch, in einem Reportergen-Assay, sowie durch 
Genexpressionsanalyse der AHR-Zielgene gezeigt werden konnte, dass nicht HPP und PP, 
sondern das durch IL4I1 aus Trp gebildete I3P zu einer Aktivierung des AHR führt, wurde im 
nächsten Schritt die zeitabhängige Aktivierung des Ahr durch I3P analysiert (Abb. 4.1.13). Die 
nukleäre Translokation der EGFP-Ahr transfizierten murinen tao BpRc1 Zellen wurde nach 
Exposition mit 25 μM I3P (1, 4, 8, 24 h) analysiert  (Abb. 4.1.13A). Zellen, die nur mit der 
DMSO-Kontrolle behandelt wurden, wiesen für alle Zeitpunkte eine EGFP-Expression im 
Zytoplasma aus. Dagegen zeigten Zellen, die für eine Stunde mit I3P exponiert wurden, eine 
EGFP-Expression hauptsächlich im Kern. Nach der Expositionszeit von vier Stunden konnte 
eine EGFP-Expression im Kern weiterhin beobachtet werden, jedoch schwächer als nach einer 
Stunde. Nach 8 h und 24 h Expositionsdauer ist kaum EGFP-Expression im Kern zu 
beobachten, dafür vermehrt im Zytoplasma. Diese Aufnahmen verdeutlichen, dass Ahr nach 
Exposition mit I3P (1 h) aktiviert wird und diese Aktivierung nach vier Stunden noch andauert. 
Nach 8 h ist der Ahr kaum noch aktiv bzw. wurde bereits durch das Proteasom abgebaut. Für 
einen genaueren Einblick über die zeitliche Degradation des Ahr, sollte in zukünftigen Studien 
die Zeitspanne zwischen 4 h und 8 h zusätzlich analysiert werden.   
Zum direkten Vergleich der zeitlichen Aktivierung der Ahr-Zielgene in den murinen 
Zellen, wurde die Genexpression der Ahr-Zielgene CYP1A1, CYP1B1, TIPARP und KLF9 
untersucht (Abb. 4.1.13B). Bei drei von vier Zielgenen zeigte sich die höchste Genexpression 
nach 4 h (Student´s t-Test, n=3: CYP1B1, p=0,004; TIPARP,  p<0,001; KLF9, p=0,005). Nur 
CYP1A1 zeigte erst nach 24 h die größte Änderung der Genexpression (Stundent´s t-Test, 
p<0,001, n=3). Im Vergleich zu den Translokationsanalysen, die nach einer Stunde die höchste 
Ahr-Aktivierung darstellten, konnte hier nach einer Stunde die geringste Geneexpression der 
Zielgene erreicht werden (Abb. 4.1.13B, Tab. A10). Der zeitliche Unterschied zwischen der 
Ahr-Translokation und der Expression seiner Zielgene könnte darauf zurückgeführt werden, 
dass Ahr als Transkriptionsfaktor bereits nach einer Stunde aktiviert ist. Jedoch könnte die 
transkriptionelle Regulation seiner Zielgene später erfolgen, wie z.B. bei CYP1A1. Der Ahr 
selbst ist zu diesem Zeitpunkt vermutlich, vermittelt durch die negative Rückkopplungschleife, 
nicht mehr aktiviert oder bereits abgebaut. Auch der Vergleich zu den humanen LN-18 
Glioblastomzellen, exponiert mit dem endogenen Liganden Kyn (vgl. Abb. 4.1.5), stellt 
zeitliche Unterschiede in der Aktivierung der Zielgene dar. So zeigte TIPAPRP als einziges 
AHR-Zielgen Parallelen zwischen der mit Kyn exponierten humanen Zelllinie LN-18 und den 
mit I3P exponierten EGFP-Ahr transfizierten murinen tao BpRc1 Zellen, bei denen nach 4 h 
die höchste Aktivierung der Genexpression erfolgte. Die Gene CYP1A1 und CYP1B1 verhalten 




sich entgegengesetzt. Die Expressionsänderung von CYP1A1 ist in der humanen Zelllinie nach 
4 h, allerdings in der murinen Zelllinie erst nach 24 h am stärksten. Für CYP1B1 und KLF9 
zeigte sich in den LN-18 Zellen nach 24 h die stärkste Expressionsänderung, dagegen war die 
Expression in den EGFP-Ahr Zellen bereits nach 4 h am stärksten. Diese Unterschiede in der 
zeitlichen Genexpression der AHR-Zielgene zwischen den humanen LN-18 Glioblastomzellen 
und den murinen EGFP-Ahr Hepatomzellen können mehrere Ursachen zu Grunde liegen. Zum 
einen ist der Ligand divergent. So könnte Kyn eine andere Affinität zum AHR haben als I3P. 
Kyn ist dafür bekannt ein niedrig-affiner AHR-Ligand zu sein.19,169 Ein weiterer Grund könnte 
in den geno- und phänotypischen Unterschieden der LN-18 Glioblastomzellen und der EGFP-
Ahr Zellen Hepatomzellen liegen. Drittens kann auch die unterschiedliche Spezies eine Rolle 
spielen. Zum einen ist die metabolische Rate in Mäusen siebenmal höher als in Menschen206 
und zudem hat der murine Ahr eine fast 10 mal höhere Affinität zu typischen Ahr-Liganden, 
























Nachdem die Aktivierung des Ahr und seiner Zielgene durch I3P im murinen 
Zellsystem durch Translokationen als auch mittels Genexpressionsanalysen gezeigt werden 
konnte, wurden im nächsten Schritt die Aktivierung weiterer AHR-Zielgene im humanen 
Zellsystem durch I3P untersucht. Dazu wurde die Expositionsdauer gewählt, die bei den 
murinen Zellen den größten Effekt zeigte. Die humane AHR-kompetente Glioblastomzelllinie 
Abbildung 4.1.13: Zeitliche Aktivierung des Ahr und seiner Zielgene durch I3P in EGFP-Ahr
transfizierten murinen tao BpRc1 Zellen. 
A) Repräsentative Darstellung der Translokationsassays der murinen EGFP-Ahr exprimierenden tao 
BpRc1c Zelllinie. Die Zellen wurden mit 25 μM I3P oder DMSO für 1, 4, 8 und 24 h exponiert. Nach 
1 h und 4 h ist die Translokation des Ahr sichtbar (Originalvergrößerung x 20, n=3). B) Die 
Balkendiagramme stellen die Genexpression der Ahr-Zielgene CYP1A1, CYP1B1, TIPARP und KLF9
dar. Die murine EGFP-Ahr exprimierende tao BpRc1c Zelllinie wurde für 1, 4, 8 und 24 h mit 25 μM
I3P oder DMSO exponiert. Die Daten repräsentieren die Mittelwerte ± SEM, normiert auf U6 relativ
zur Kontrolle DMSO, n=3. (Student´s t-Test, *p<0,05, **p<0,01,***p<0,001).  
A 
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LN-18 wurde mit 25 μM I3P (4 h) exponiert und es wurde die Genexpression der AHR-
Zielgene TIPARP, CYP1A1, CYP1B1, KLF9, AHRR, BMF, SERPINB2 und EREG untersucht 
(Abb. 4.1.14, Tab. A11). Epiregulin (EREG) wurde hinzugenommen, da John et al. 
beschrieben, dass EREG ein neues identifiziertes AHR-Zielgen ist.208 Epiregulin gehört zur 
Familie der Epidermalen Wachstumsfaktoren (EGF) und ist eines der Liganden des EGF-
Rezeptors.209 Seine Funktionen sind vielfältig, so stimuliert es die Proliferation von 
Fibroblasten, Hepatozyten, glatten Muskelzellen und Keratinozyten. Des Weiteren inhibiert es 
aber das Wachstum einiger tumorabstammender Epithelzelllinien.210 Die hier gewählten 
Zielgene (Student´s t-Test, n=3: TIPARP, p=0,0016; CYP1A1, p=0,0018; CYP1B1, p<0,0001; 
KLF9, p=0,0005; AHRR, p=0,0003; BMF, p=0,0035; EREG, p=0,0327; SERPINB2, p=0,0002) 
waren alle nach vierstündiger I3P-Exposition signifikant erhöht im Vergleich zur Kontrolle mit 
DMSO. Am stärksten hat sich die Expression bei SERPINB2 verändert (um das 94,5 fache).  
Die ausführlichen Untersuchungen in dieser Arbeit mit unterschiedlichen Methoden und 










Abbildung 4.1.14: AHR-Zielgenexpression nach Exposition mit 25 μM I3P in LN-18 Zellen. 
Die Balkendiagramme repräsentieren die Genexpression der AHR-Zielgene TIPARP, CYP1A1,
CYP1B1, KLF9, AHRR, BMF, EREG und SERPINB2. Die humane AHR-kompetente
Glioblastomzelllinie LN-18 wurde für 4 h mit 25 μM I3P oder DMSO exponiert. Die Daten stellen die
Mittelwerte ± SEM dar, normiert auf U6 relativ zur Kontrolle DMSO, n=3. (Student´s t-Test,
*p<0,05, **p<0,01,***p<0,001). 




Um zu analysieren, ob die Aktivierung des AHR durch I3P auch auf Proteinebene 
sichtbar wird, wurde die nukleäre Translokation des AHR verfolgt. 
Die humanen AHR-kompetenten Glioblastomzellen LN-229 wurden für 4 h mit 50 μM 
I3P und der Positivkontrolle 10 nM TCDD exponiert und es wurde die nukleäre Translokation 
des AHR in der Western-Blot-Analyse untersucht (Abb. 4.1.15, Tab. A12). Die Exposition mit 
dem exogenen AHR-Liganden TCDD zeigte eine signifikant stärkere AHR-Expression in der 
Kernfraktion als in der Zytoplasmafraktion (Student´s t-Test, p=0,0295, n=3). Analog dazu 
wird AHR nach Behandlung mit dem endogenen Liganden I3P in der Kernfraktion stärker 
exprimiert als in der Zytoplasmafraktion (Student´s t-Test, p=0,0322, n=3). Die 
Proteinexpression des AHR ist nach Exposition mit TCDD doppelt so stark und nach I3P-







Zusammengefasst konnte anhand der beiden Abbildungen 4.1.14 und 4.1.15 
nachgewiesen werden, dass das durch IL4I1 aus Trp gebildete I3P in der Lage ist, den AHR zu 
aktivieren. Das ist übereinstimmend mit den Ergebnissen früherer Studien, die I3P als AHR-
Agonisten definierten.184,205 
In den Abbildungen 4.1.9 und 4.1.10 konnte gezeigt werden, dass die IL4I1-
überexprimierenden Überstände zu einer Aktivierung des AHR führten. Da das Pyruvat I3P 
durch die oxidative Desaminierung von Trp durch IL4I1 gebildet wird, wurde im nächsten 
Schritt analysiert, ob I3P in den IL4I1-überexprimierenden Überständen gebildet und zugleich 
Abbildung 4.1.15: Nukleäre Translokation des AHR nach Exposition mit 50 μM I3P. 
Repräsentativer Western-Blot und densitometrische Auswertung der AHR-Proteinexpression im 
Zytoplasma und im Kern der humanen AHR-kompetenten Glioblastomzelllinie LN-229. Verstärkte
Translokation des AHR nach vierstündiger Exposition mit 50 μM I3P und 10 nM TCDD im Vergleich 
zu Kontrolle DMSO. Die Daten stellen die Mittelwerte ± SEM dar, n=3. (Student´s t-Test, *p<0,05).
Aufgetragen: 30 μg Protein, Ladekontrolle: α-Tubulin und Lamin A. 




sezerniert wird (Abb. 4.1.16, Tab. A13). Dazu wurden die Überstände der IL4I1-
überexprimierenden Zellen (U-87 MG ÜE und U-251 MG ÜE) sowie die Überstände der 
Leervektorkontrollen (LV) nach 120 h abgenommen und in flüssigem Stickstoff 
schockgefroren. Anschließend wurden sie für die HPLC-QQQ vorbereitet (vgl. 3.2.11.4) und 
es wurde die Bildung des Metaboliten I3P analysiert. In den Überständen beider IL4I1-
überexprimierender Zelllinien konnte kein I3P nachgewiesen werden. Dafür konnte in den 
Überständen der U-87 MG Zellen eine signifikante Änderung der Konzentration der α-
Ketosäuren PP (Student´s t-Test, p=0,0355, n=6) und HPP (Student´s t-Test, p=0,047, n=6) 
nachgewiesen werden im Vergleich zu den Überständen der Leervektorkontrolle. Die 
Überstände der IL4I1-überexprimierenden U-251 MG Zellen zeigten ebenso für PP (Student´s 
t-Test, p=0,00229, n=5) eine signifikante Änderung der Konzentration und auch HPP war 
erhöht. IL4I1 ist demnach in diesen Zellen enzymatisch aktiv, da in den Überständen die aus 
den Aminosäuren Phenylalanin und Tyrosin durch IL4I1-gebildeten Pyruvate PP und HPP 












Da der aus dem Trp gebildete Metabolit I3P in den Überständen nicht nachgewiesen 
werden konnte, lässt vermuten, dass I3P selbst instabil in wässriger Lösung ist.184 Zugleich 
kann I3P auch nicht enzymatisch umgewandelt werden. In Abbildung 4.1.17 sind die möglichen 
verschiedenen Umwandlungsprodukte des I3P dargestellt. I3P in seiner Ketoform kann durch 
Abbildung 4.1.16: IL4I1-gebildete Metabolite der Aminosäuren Tyrosin und Phenylalanin.  
Die Box-Plot-Diagramme stellen die Konzentration von PP und HPP in Überständen von IL4I1-
überexprimierenden Zellen (U87-MG ÜE, U251-MG ÜE) und Leervektorkontrollen (U87-MG LV,
U251-MG LV) dar. Es konnte eine erhöhte Konzentration der Metabolite PP und HPP in den IL4I1-
überexprimierenden Zellen nach 120 h nachgewiesen werden. Der Box-Plot zeigt den Median, die 
Whisker geben den minimalen und maximalen Wert an. (n = 6 für PP und HPP in U-87 MG; n = 5 für
PP und HPP in U-251 MG;  Gepaarter t-Test, *p<0,05, **p<0,01). 




einen Angriff von Wasser (H2O) zur Indol-3-essigsäure (I3ES) umgewandelt werden. Es kann 
aber auch in seine Enolform übergehen, die aufgrund der Konjugation vergleichsweise stabil 
ist. Zum einen kann diese Enolform gut mit reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) interagieren, 
wodurch der Pyrrol-Ring gespalten wird, gefolgt von einer spontanen Zyklisierung mit Bildung 
von Kynureninsäure (KynA).211 Die Enolform kann aber auch durch Wasser-Angriff und 
weiterer Zwischenschritte zu Indol-3-carboxaldehyd (I3C) umgewandelt werden.  
Dass I3ES aus I3P gebildet werden kann, ist bisher nur durch enzymatische 
Transformationswege in Pflanzen, Bakterien und Pilzen nachgewiesen worden.212-214 So wird 
es in Pflanzen und Bakterien über den I3P-Weg umgewandelt. Dabei wird L-Trp durch eine 
Aminotransferase zu I3P desaminiert und eine Decarboxylase konvertiert I3P zu Indol-3-
acetylaldehyd, das darauf durch eine Aldehyd-Dehydrogenase, Mutase oder Oxidase zu I3ES 
oxidiert wird.215,216 Die enzymatische Bildung von I3C aus Trp wurde bis dato nur in Bakterien 












Abbildung 4.1.17: Nicht-enzymatische Transformationsprodukte von Indol-3-pyruvat (I3P) zu 
Kynureninsäure (KynA), Indol-3-essigsäure (I3ES) und Indol-3-carboxyaldehyd (I3C). 
Indol-3-pyruvat könnte über seine Ketoform durch einen Angriff von Wasser in Indol-3-essigsäure und 
über seine Enolform zu Kynureninsäure sowie durch einen Wasser-Angriff in Indol-3-carboxaldehyd 
nicht-enzymatisch umgewandelt werden. 




Die anderen Pyruvate PP und HPP, die durch IL4I1 aus Phenylalanin und Tyrosin 
gebildet wurden, könnten analog dem I3P auf die gleiche Weise nicht-enzymatisch 
umgewandelt werden. Die entsprechende Hypothese zu den Abbau- und 
Transformationswegen der Aminosäuren und deren α-Ketosäuren ist in Abb. 4.1.18 dargestellt. 
Demnach könnten aus PP die Phenylessigsäure (PES) sowie Benzaldehyd (BA) entstehen, 
während aus dem HPP die 4-Hydroxyphenylessigsäure (HPES) und das 4-








Da eine erhöhte Konzentration von PP und HPP bereits in den Überständen IL4I1-
überexprimierender Zellen nachgewiesen werden konnte (Abb. 4.1.16), wurde im nächsten 
Schritt untersucht, ob die nicht-enzymatischen Umwandlungsprodukte der drei Pyruvate PP, 
HPP und I3P (vgl. Abb. 4.1.18) ebenso in diesen Überständen nachgewiesen werden können. 
Dabei wurde untersucht, ob es einen Unterschied zwischen den Überständen der IL4I1-
Abbildung 4.1.18: Zusammenfassung der Abbauwege der aromatischen Aminosäuren Tryptophan,
Phenylalanin und Tyrosin durch IL4I1 sowie die anschließende nicht-enzymatische Transformation der
entstandenen Pyruvate. 
Tryptophan wird durch IL4I1 zu I3P und dieses nicht-enzymatisch zu KynA, I3ES und I3C
umgewandelt. Ebenso kann Tryptophan durch IDO1/2 und TDO2 zu Kynurenin abgebaut werden und
dieses kann wiederum durch eine Kynurenin-Aminitransferase (KAT) zu KynA transformiert werden.
Phenylalanin wird durch IL4I1 zu PP und dieses könnte ebenso nicht enzymatisch zu Phenylessigsäure
(PES) und Benzyladehyd (BA) umgewandelt werden. Tyrosin wird durch IL4I1 zu HPP und dieses
könnte durch nicht-enzymatische Transformationen 4-Hydroxybenzaldehyd (HBA) und 4-
Hydroxyphenylessigsäure (HPES) bilden. 




überexprimierenden U-87 MG und U-251 MG Zellen, sowie zwischen den 
Kontrollvektorüberständen und den IL4I1-überexprimierenden Überständen gibt. Die 
Überstände der Zellen wurden dazu nach 120 h mittels der HPLC-QQQ (vgl. 3.2.11.4) auf die 
verschiedenen Umwandlungsprodukte hin analysiert (Abb. 4.1.19, Tab. A14). Die Überstände 
der U-87 MG Zellen zeigen für die Metabolite KynA (Gepaarter t-Test, p=0,0154, n=6), I3ES 
(Gepaarter t-Test, p=0,0356, n=6), PES (Gepaarter t-Test, p=0,0002, n=5), HPES (Gepaarter t-
Test, p=0,0356, n=5) und HBA (Gepaarter t-Test, p=0,0172, n=6) eine signifikante 
Konzentrationserhöhung in den IL4I1-überexprimierenden Überständen im Vergleich zu den 
Kontrollüberständen. Für Kyn ist keine Konzentrationsänderung nachweisbar. Der Metabolit 
I3C wies zwar eine tendenziell höhere Konzentration in den IL4I1-überexprimierenden 
Zellüberständen auf, jedoch war diese Änderung nicht signifikant (Gepaarter t-Test, p=0,151, 
n=6). Für die Überstände der U-251 MG Zellen konnte eine signifikante Erhöhung der 
Konzentration von I3ES (Gepaarter t-Test, p=0,0425, n=5), PES (Gepaarter t-Test, p=0,0003, 
n=5), HPES (Gepaarter t-Test, p=0,0050, n=5) und HBA (Gepaarter t-Test, p=0,0005, n=5) in 
den IL4I1-überexprimierenden Überständen nachgewiesen werden. Kyn zeigte wie in den U-
87 MG ÜE Überständen keine Änderung.  Für KynA (Gepaarter t-Test, p=0,0525, n=5) und 
I3C (n=5) ist die erhöhte Konzentration in den überexprimierenden Zellüberständen nicht 
signifikant. Benzaldehyd (BA), das aus PP umgewandelt werden kann, konnte mit der Methode 
der LC-MS/MS nicht gemessen werden, da sich BA mit einer ESI-Quelle nicht ionisieren lässt. 
Zusammengefasst ist diesem Versuch zu entnehmen, dass vor allem in den Überständen 
der IL4I1-überepxrimierenden U-87 MG Zellen die Umwandlungsprodukte des aus dem 
Metabolit PP gebildeten PES sowie der aus dem HPP gebildeten HPES und HBA erhöht 
nachgewiesen werden konnten. Demnach haben nicht-enzymatische Transformationsprozesse 
stattgefunden. Zudem konnten auch die nicht-enzymatisch I3P-abstammenden Metabolite 
KynA, I3ES und I3C gefunden werden, obwohl I3P in Abb. 4.1.16 nicht detektierbar war. Da 
der Metabolit Kyn keine Konzentrationsänderung zeigte, konnte beschrieben werden, dass er 
nicht durch IL4I1 gebildet wird. Kyn kann aber durch den enzymatischen Abbau von Trp durch 
IDO1/TDO2 enstehen und durch die Kynurenin-Aminotransfease (KAT) zu KynA 
transformiert werden (vgl. Abb. 4.1.18). Dieses war signifikant in den U-87 Überständen 
erhöht. Eine Erklärung, warum die U-251 MG Zellen, die in vorangegangenen Versuchen mehr 
IL4I1 bildeten, nun KynA, I3C und HPP nicht signifikant höher exprimieren, ist eventuell die 
kleinere Stichprobenzahl, insbesondere im Vergleich zu den Überständen der U-87 MG Zellen. 




       
Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob die gebildeteten und sezernierten Metabolite 
und nicht-enzymatischen Transformationsprodukte in den Überständen von IL4I1-
überexprimierenden Zellen auf I3P als Ursprungsmetabolit zurückzuführen sind. Zusätzlich 
wurde eine Konzentrationsabhängigkeit durch I3P analysiert. Dazu wurden nicht IL4I1-
überexprimierende U-87 MG-Wildtyp-Zellen mit aufsteigender Konzentration von I3P (3,125 
μM – 100 μM I3P) für eine Dauer von 24 h exponiert (Abb. 4.1.20, Tab. A15). Die Überstände 
wurden mittels HPLC-QQQ analysiert und die gemessenen Konzentrationen der Stoffe wurden 
auf die Zellzahlen normiert. Der Metabolit Kyn zeigte keine Veränderung in Abhängigkeit von 
der Konzentration des I3P, da wie oben bereits beschrieben, Kyn nicht durch I3P, sondern aus 
Trp gebildet und zu KynA umgewandelt werden kann. Die Metabolite KynA, I3ES und I3C 
wiesen einen signifikanten proportionalen Anstieg der Konzentrationen mit ansteigender I3P-
Konzentration im Vergleich zur DMSO-Kontrolle auf (n=4). I3P war im Gegensatz zu Abb. 
4.1.16 detektierbar, da es für diesen Versuch exogen zugeführt wurde und somit in höheren 
Konzentrationen vorlag, als durch die endogene Bildung. 
Abbildung 4.1.19: Nicht-enzymatisch gebildete Metabolite der Pyruvate PP, HPP und I3P. 
Die Box-Plot-Diagramme stellen die Konzentration von Kyn, KynA, I3ES, I3C, PES, HPES und HBA
in Überständen von IL4I1-überexprimierenden Zellen (U87-MG ÜE, U251-MG ÜE) und
Leervektorkontrollen (U87-MG LV, U251-MG LV) nach 120 h dar. Der Box Plot zeigt den Median, die
Whisker geben den minimalen und maximalen Wert an. (n = 6 für Kyn, KynA, I3ES, I3C und HBA, n=
5 für PES und HPES in U-87; n =5 für Kyn, KynA, I3ES, I3C, PES, HPES und HBA in U-251;
Gepaarter t-Test, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). 










Zusammengefasst zeigt sich hier, dass KynA, I3ES und I3C nicht-enzymatische 
Umwandlungsprodukte des I3P sind, da die Konzentrationen dieser Stoffe mit der 
Konzentration des zugegebenen I3P steigen. Diese I3P-abstammenden Stoffe könnten neben 
I3P selbst mögliche Agonisten sein, die die I3P-aktivierende Wirkung des AHR in den 
vorherigen Experimenten verursachen. DiNatale et al. konnten als erstes in MCF-7 Zellen 
nachweisen, dass KynA ein effizienter endogener Ligand des Ahr ist.218 I3C als möglicher 
AHR-Agonist wird in Studien widersprüchlich dargestellt. So zeigten Hou et al., dass I3C, 
welches das Trp-Metabolit des probiotischen Bakteriums L. reuteri ist, den AHR aktiviert219, 
während Cheng et al. in YAMC-Zellen beschrieben, dass I3C nicht AhR-aktivierend ist.190 Für 
I3ES erklärten mehrere Studien eine Aktivierung des Ahr, so z.B. im Meerschweinchen-
Zytosol, in der Hefe S. cereviae, sowie im Maus-Mikrobiom.220-222 Da das AHR-
Aktivierungspotential dieser drei I3P-abstammenden Metabolite in verschiedenen Spezies 
unterschiedlich auftritt, könnte es in zukünftigen in vitro Versuchen mit Glioblastomzelllinien 
näher untersucht werden. 
 
Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigte werden, dass die Expression des bisher 
nicht in Gehirntumoren beschriebenen aromatische AS-abbauenden Enzyms IL4I1 in 
Glioblastomgewebe erhöht ist. Durch die nähere in vitro Charaktersierung von IL4I1 in 
Abbildung 4.1.20: I3P-abstammende Metabolite in Überständen von U-87 Wildtyp-Zellen.  
Die Balkendiagramme repräsentieren die Konzentrationen von Kyn, KynA, I3ES, I3C und I3P in der 
IL4I1-inkompetenten Glioblastomzelllinie U-87 MG nach Exposition mit verschiedenen 
Konzentrationen von I3P (3,125 μM,  12,5 μM, 25 μM, 50 μM und 100 μM) für 24 h. Erhöhte 
Konzentration der Metabolite KynA, I3ES, I3C und I3P mit aufsteigender Metaboliten-Konzentration. 
Daten zeigen die Mittelwerte ± SEM, n=4 (Mann-Whitney-Test, *p<0,05). 




Glioblastomzelllinien wurde das Enzym, im Besonderen dessen Trp-abbauende Eigenschaft, 
durch die Bildung des Metaboliten I3P als AHR-aktivierend identifiziert. 
Da aus vorangegangenen Studien bekannt ist, dass die AHR-Aktivierung die 
Differenzierung und Expansion von T-Zellen beeinflussen kann, sollte im zweiten Teil dieser 
Arbeit der Effekt der IL4I1-Aktivierung in Glioblastomzellen auf die Tumor-Mikroumgebung 
näher untersucht werden; besonders auf die für die Immunevasion wichtigen T-Zellen. 
 
4.2 Die Rolle von IL4I1 in der Immunregulation von Tumoren 
 
4.2.1 Induktion von IL4I1 und AHR-Zielgen durch aktivierte T-Zellen 
 
Da für IL4I1 ähnlich wie für die beiden Trp-abbauenden Enzyme IDO1 und TDO2 eine 
immunmodulatorische Wirkung, u.a. auf die Regulation der Proliferation, Funktion und 
Differenzierung auf T-Lymphozyten beschrieben wurde,223,224 wurden im zweiten Teil der 
Arbeit die Auswirkung von IL4I1 und seiner Metabolite auf die Immunantwort im Kontext des 
Glioblastoms untersucht. In primären Melanomen wurde die Bedeutung von IL4I1 an der 
Immunevasion bereits beschrieben, da es an der Modulation der beiden CD4+ und CD8+ T-
Zellsubpopulationen beteiligt ist und so die Mikroumgebung des Tumors reguliert. So 
beschrieben sie, dass die IL4I1-Expression in primären Melanomen mit einer Tumor-
Mikroumgebung zusammenhängt, die mit Treg angereichert ist, und arm an Granzym B-
positiven CD8+ T-Zellen ist.225 
 Die Tumor-Mikroumgebung ist charakterisiert durch eine chronische Überexpression 
inflammatorischer Mediatoren und ist reich an einer Vielzahl von Immunzellen, die sich aus 
myeloischen (Makrophagen, Granulozyten, Mastzellen, dendritischen Zellen (DCs) und 
natürlichen Killerzellen (NK)), sowie lymphoiden (B- und T- Lymphozyten) Linien 
zusammensetzen.226 IL4I1 wird hauptsächlich in Zellen des Immunsystems 
(Monozyten/Makrophagen, DC) sowie in neoplastischen Zellen exprimiert und wird durch 
inflammatorische und Th1-Stimuli, wie z.B. Liganden für Toll-like-Rezeptoren, 
Tumornekrosefaktor-(TNF)-α, und Typ-I und II-Interferone (IFNs) induziert.227,228 Mittels 
Zellkulturüberständen von anti-CD3/anti-CD28-stimulierten PBMCs (aktivierte T-Zell-
Überstände), die das inflammatorische Milieu um den Tumor herum repräsentieren sollen, 
wurde der Einfluss der Mikroumgebung auf den Tumor und die IL4I1-Expression in vitro 
analysiert. Aktivierte T-Zell-Überstände wurden dazu mit entsprechendem Zellkulturmedium 




der Glioblastomzelllinien im Verhältnis von 3:1 auf die AHR-kompetente, nicht IL4I1-
überexprimierende Glioblastomzelllinie U-87 MG (Wildtyp, WT) gegeben und für 8 und 24 h 
exponiert. Im Anschluss wurde die IL4I1-Expression und repräsentativ für eine mögliche AHR-
Aktivierung die Expression des AHR-Zielgens TIPARP untersucht (Abb. 4.2.1, Tab. A17). Die 
Expression von IL4I1 war in den mit Überständen aktivierter T-Zellen behandelten 
Glioblastomzellen sowohl nach 8 h (Student´s t-Test, p<0,001, n=6) als auch nach 24 h 
(Student´s t-Test, p=0,011, n=6) signifikant erhöht exprimiert. Einhergehend mit der IL4I1-
Induktion war auch eine signifikante Erhöhung der TIPARP Expression nach 8 h (Student´s t-
Test, p=0,027, n=6) und auch nach 24 h (Student´s t-Test, p=0,021, n=6) zu beobachten. Dieses 
lässt darauf schließen, dass eine inflammatorische Umgebung wie sie in der Tumor-
Mikroumgebung zu erwarten ist, zu einer Induktion von IL4I1 führen kann, die mit einer 
Aktivierung der AHR-Signaltransduktion einhergeht. Vorangegangene Studien zeigten bereits, 
dass IL4I1 durch proinflammatorische und T-Helferzellen Stimuli induziert werden kann. So 
beschrieben Marquet et al., dass unter den proinflammatorischen Stimuli wie z.B. IFNα und 
IFN  die IL4I1-Produktion durch Makrophagen und DC induziert werden kann.227 In der 
vorliegenden Arbeit konnte damit erstmalig die Induktion des IL4I1 in Glioblastomzelllinien, 
die unter Standard-Zellkuturbedingungen kein IL4I1 exprimieren, durch Immunzellmediatoren 
in der Mikroumgebung des Tumors beschrieben werden.  
 
   
Abbildung 4.2.1: Einfluss aktivierter T-Zell-Überstände auf die IL4I1 und TIPARP-Expression in 
Glioblastomzellen. 
Die Balkendiagramme repräsentieren  die Genexpression von IL4I1 und dem AHR-Zielgen TIPARP
nach der Exposition der Glioblastomzelllinie U-87 MG (WT) für 8 h bzw. 24 h mit den Überständen
aktivierter PBMCs (3:1, aktivierter Überstand: Medium) im Vergleich zur Medium-Kontrolle.
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM, normiert auf U6 relativ zur Medium-Kontrolle, n=6. (Student´s
t-Test *p<0,05,***p<0,001). 




Als mediierenden Faktoren der IL4I1-Aktivierung kommen Transkriptionsfaktoren wie 
beispielsweise NF-κB in Frage, die durch ein inflammatorisches Milieu aktiviert werden und 
so die Transkription von IL4I1 beeinflussen könnten.  
Der UCSC-Genome-Browser (https://genome.ucsc.edu/) ist eine öffentlich zugängliche 
Genom-Assembly, die auch Trankriptionsfaktor ChIP-Daten einschließt. Auf Basis dieser ChIP-
Daten können Regionen in der DNA identifiziert werden, an denen eine Bindung von 
Transkriptionsfaktoren möglich ist (Abb. 4.2.2). Finden solche Bindungsereignisse in 
sogenannten aktiven Regionen der DNA statt, können sie zu einer verstärkten Expression des 
betroffenen Gens beitragen. Aktive DNA Sequenzen sind regulatorische Regionen, die durch 
eine geöffnete Chromatinstruktur gekennzeichnet sind, die unter anderem mit einer erhöhten 
Histon-Acetylierung des Histons H3 an Lysin 27 (H3K27Ac) einhergeht.229 Es existieren eine 
Reihe von Transkriptionsfaktoren, die an der Immunzellentwicklug und/oder der 
Immunantwort beteiligt sind. Dazu zählen u.a. Aktivator-Protein-1 (AP-1), Interferon-
regulatorischer-Faktor-1 (IRF1) und NF-κB. In den regulatorischen Regionen des IL4I1-Gens 
befinden sich in dem H3K27Ac reichen Bereich (Mitte, Abb. 4.22), insbesondere in den 
Promoterregionen (blaue Bereiche) der unterschiedlichen alternativen Transkripte von IL4I1 
eine Reihe von Transkriptionsfaktorbindungsstellen (FOS, RELA und IRF1). FOS (V-FOS FBJ 
MURINE OSTEOSARCOMA VIRAL ONCOGENE HOMOLOG) ist eine Untereinheit des 
Transkriptionsfaktors AP-1230 und RELA bildet eine Untereinheit von NF-κB. In mehreren 
Studien konnte gezeigt werden, dass die Expression von FOS-Mitgliedern nach Interferon-
Behandlung erhöht wird. So beobachteten Rubio et al., dass c-Fos-mRNA durch IFNγ in 
kultivierten Astrozyten erhöht ist.231 AP-1 wird wiederum nicht nur in immortalisierten oder 
transformierten Zellen durch IFNγ schnell und transient aktiviert, sondern auch in primären 
Zellen.232  
Der Transkriptionsfaktor IRF1 ist der Masterregulator der inflammatorischen 

























Anhand der Erkenntnisse, das Bindungsstellen für die IFNγ-induzierbaren  
Transkriptionsfaktoren AP-1 und IRF1 in den regulatorischen Regionen von IL4I1 liegen und 
diese so aktivieren könnten, wurde im nächsten Schritt die IL4I1-Induktion der 
Glioblastomzelllinien durch eine mögliche IFNγ-Stimulation analysiert. Aktivierte T-Zell-
Überstände und Zellkulturmedium wurden (Verhältnis 3:1) vermischt und ein IFNγ-
blockierender Antikörper (5 μg/ml) eingesetzt, um die IL4I1-Induktion nach IFNγ-Inhibition 
zu analysieren. Die IL4I1-Expression und die Expression des AHR-Zielgens TIPARP war nach 
Zugabe des Inhibitors sowohl für 8 h als auch für 24 h nicht verändert (Daten nicht gezeigt). 
Da die Inhibierung von IFNγ keinen Einfluss auf die IL4I1-Expression zeigte, wurde im 
nächsten Schritt eine Beteiligung von NF-κB an der IL4I1-Induktion untersucht. Im Promoter 
des IL4I1-Gens befindet sich eine Bindestelle für RelA, einer Komponente des NF-κB-
Heterodimers. Durch RNA-und ChIP-Seq Daten, sowie qPCR-Analysen in 4 und 10 Gy 
bestrahlten humanen Osteosarkomzellen (U2-OS) konnten Szołtysek et al. nachweisen, dass 
die IL4I1-Expression durch NF-κB hoch reguliert werden kann.235 Marquet et al. konnten den 
NF-κB-Signalweg als Schlüsselfaktor der IL4I1-Expression in myeloiden und B-Zellen 
Abbildung 4.2.2:  Transkriptionsfaktorbindungsstellen in den Transkripten von IL4I1. 
Repräsentative Darstellung der regulatorischen Regionen des IL4I1-Gens (oben) basierend auf dem 
UCSC Genom-Browser (https://genome.ucsc.edu/). Die Histonemodifikation H3K27Ac (mitte) ist 
indikativ für eine aktive, offene Chromatinstruktur. In der IL4I1-Promoterregion (blaue Bereiche, mitte) 
liegen FOS-, RELA- und IRF1-Bindungsstellen (unten). 




identifizieren und führten dies auf funktionelle Bindesequenzen für NF-κB im IL4I1-Promoter 
zurück.227 
Ob auch in Glioblastomzellen die Induktion von NF-κB durch eine inflammatorische 
Umgebung die Expression von IL4I1 beeinflusst, wurde mit dem NF-κB Inhibitor JSH-23 
getestet. NF-κB ist ein Dimer aus zwei gleichen Untereinheiten und es befindet sich als 
Komplex zusammen mit den inhibitorischen Proteinen der IκB-Familie im Zytoplasma. Die 
Aktivierung von NF-κB und der damit verbundene Abbau der IκB-Proteine wird durch das 
Proteasom in Antwort auf inflammatorische Stimuli vermittelt. JSH-23 hemmt die p65 
Untereinheit von NF-κB und blockiert damit die funktionsauslösende NF-κB-
Kerntranslokation, ohne die IκBα-Degradation zu beeinflussen. Die zusätzliche Gabe des NF-
κB-Inhibitors (30 μM) führte zu einer wenn auch nicht signifikanten Abnahme der Expression 
nach 8 h (Student´s t-Test, p=0,094, n≥3) und 24 h (Student´s t-Test, p=0,213, n≥3) im 
Vergleich zu dem Medium mit aktiviertem T-Zell-Überstand (Abb. 4.2.3, Tab. A18). Damit 
einhergehend führte die Gabe von JSH-23 zu einer signifikanten Reprimierung des AHR-
Zielgens TIPARP (24h, Student´s t-Test,  p=0,034, n≥3).   
Da die IL4I1-Reprimierung nach Zugabe des NF-κB-Inhibitors nicht signifikant ist, geht 
die Expression des IL4I1 eventuell nicht nur auf NF-κB zurück, sondern kann zudem noch von 
anderen Signalwegen anhängig sein. Marquet et al. beschrieben, dass Signal Transducers and 
Activators of Transcription-(STAT)-Proteine, die zu den am konserviertesten und wirksamsten 
Transkriptionsfaktoren zählen, auch an der Induktion des aktiven IL4I1-Enzyms teilhaben. 
STAT1 agiert dabei in monozytischen Zellen, während STAT6 in B-Lymphozyten wirkt. 
Allerdings beobachten sie mittels eines Reporter-Systems, dass die Aktivität der STAT-
Transkriptionsfaktoren wiederum durch Co-Faktoren in jedem Zelltyp vervollständigt werden 
kann.227  
Zusammengefasst scheint dennoch die Hemmung der IL4I1-Expression, die durch den 
NF-κB-Inhibitor JSH-23 erreicht wurde, ausreichend zu sein, um die AHR-Zielgenexpression 
zu reduzieren. Diese Ergebnisse legen nahe, dass der NF-κB-Signalweg eine Rolle bei der 
IL4I1-Induktion im proinflammatorischn Milieu haben könnte. Um eine vollständige 
Hemmung der IL4I1-Induktion zu erreichen, könnte in zukünftigen Studien eine 
kombinatorische Inhibierung von IFNγ und NF-κB, sowie eine gemeinsame Inhibition von der 
NF-κB- und der STAT1-Signaltransduktion untersucht werden. 
 





4.2.2 Einfluss von IL4I1 auf die Proliferation von PBMCs 
 
Im nächsten Schritt wurde untersucht, ob das induzierte IL4I1 einen Einfluss auf die den 
tumorumgebenden Immunzellen hat. Boulland et al. beschrieben bereits, dass die Proliferation 
von CD3-stimulierten Lymphozyten, die in der Gegenwart von menschlichen embryonalen 
Nierenzellen (HEK-Zellen) mit IL4I1-Überexpression kultiviert wurden, inhibiert war223.  
Zunächst wurde analysiert, ob die IL4I1-überexprimierenden Überstände der 
Glioblastomzelllinien U-251 MG (ÜE) und die darin enthaltenen, durch IL4I1-gebildeten 
Metabolite einen Effekt auf die Proliferation von humanen PBMCs (peripheral blood 
mononuclear cells, Mononukleäre Zellen des peripheren Blutes) von fünf verschiedenen 
Spendern haben (Abb. 4.2.4). PBMCs umfassen ca. 70% T-Zellen, ca. 15% B-Zellen, ca. 10% 
NK-Zellen, ca. 5% Monozyten und 1-2% dendritische Zellen.236 Da aus dieser Mischpopulation 
vor allem die T-Zellen aktiviert werden sollten, um den Einfluss der IL4I1-Metabolite auf diese 
Populationen zu bestimmen, wurden die PBMCs mit anti-CD3/anti-CD28 Antikörpern zur 
Stimualtion der T-Zellen inkubiert. Der eingesetzte anti-CD3 Antikörper bindet an den CD3-
Rezeptor der T-Zellen, an dem normalerweise das antigenische Peptid der 
antigenpräsentierenden Zellen bindet und so den T-Zell-Rezeptor-Komplex aktiviert. Der anti-
CD28 Antikörper bindet an den CD28-Rezeptor der T-Zellen, der somit auch ohne die 
kostimulatorischen CD80- oder CD86-Moleküle auf der Oberfläche der antigen-
präsentierenden Zellen aktiviert wird.237 Diese primäre Stimulation sollte hierzu eine 
Kultivierung der T-Zellen ermöglichen. Die stimulierten PBMCs wurden mit den 
Abbildung 4.2.3: NF-κB-Inhibitor JSH-23 unterdrückt teilweise den Effekt von aktivierten T-Zell-
Überständen auf die IL4I1- und TIPARP- mRNA-Expression. 
Die Balkendiagramme stellen die Genexpression von IL4I1 und TIPARP dar. Die Glioblastomzelllinie 
U-87 MG (WT) wurde für 8 h und 24 h mit aktiviertem T-Zell-Überstand und Zellkulturmedium (3:1), 
dem NF-κB-Inhibitor JSH-23 oder dem Zellkulturmedium inkubiert. Reprimierte Expression von IL4I1
und TIPARP in den mit dem Inhibitor behandelten Zellen. Daten zeigen die Mittelwerte ± SEM, normiert
auf U6 relativ zur Medium-Kontrolle, n≥3. (Student´s t-Test  *p<0,05,**p<0,01***p<0,001). 




entsprechenden IL4I1-überexprimierenden Überständen und Kontrollvektorüberständen 
versetzt und deren Wachstum über 5 Tage verfolgt. Die Proliferationsanalyse erfolgte durch 
Zugabe des Farbstoffs Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl Ester (CFDA-SE), der von 
den Zellen aufgenommen und zu Carboxy Fluorescein Succinimidyl Ester (CFSE) 
umgewandelt wird. Die Fluoreszenz des Farbstoffes, die sich mit Teilung der Zellen und so mit 
jeder Weitergabe an die Tochterpopulationen verdünnt, wurde am Durchflusszytometer 
gemessen. Die Anzahl der Teilungsraten ermöglicht somit Aussagen über die Proliferation am 
Ende der Wachstumsperiode. 
Die Lymphozyten-Population der stimulierten PBMCs wurde im Vorwärts- (FSC, 
forward scatter) sowie Seitwärtsstreulicht (SSC, side scatter), das der Größe sowie Granularität 
der Zellen entspricht, eingegrenzt (Abb. 4.2.4A). Im FSC-SSC ist noch eine große Anzahl toter 
Zellen zu beobachten, die auf die Tatsache zurückgeführt werden können, dass gefrorene 
PBMCs eingesetzt wurden und damit die Anzahl vitaler Zellen durch den Auftauprozess 
verringert ist. Der Dubletten-Ausschluss erfolgte im FSC (FSC-Area (A) gegen FSC-Height 
(H)). Mit Hilfe des Farbstoffs Pacific-Blue erfolgte die Eingrenzung der vitalen Lymphozyten-
Population, die schließlich die CFSE-gefärbten Zellen als Histogramm im FITC-Kanal des 
Durchflusszytometers und damit die Zellteilungen (angegeben als Division Index) dargestellt 
(Abb. 4.2.4B, Tab. A19). Die Überstände der IL4I1-überexprimierenden Glioblastomzellen (U-
251plx301-IL4I1) führten zu einer deutlichen Reduktion des PBMC-Wachstums (Gepaarter t-
Test, 0,0082, n=5) im Vergleich zu den Kontrollvektorüberständen. Diese Ergebnisse zeigen, 
dass eine erhöhte IL4I1-Expression in humanen Glioblastomzellen und somit möglicherweise 
auch in der in vivo Situation, die Proliferation von humanen T-Zellen einschränkt. Eine 
mögliche mechanistische Erklärung für den IL4I1-vermittelten antiproliferativen Effekt auf T- 
Zellen könnte laut Boulland et al. eine temporäre Reduzierung der Expression der CD3 ζ-Kette 
des T-Zell-Rezeptor-Komplexes durch das bei der oxidativen Desaminierung der aromatischen 
Aminosäuren Phenylalanin, Tyrosin und Trp durch IL4I1-gebildete H2O2 sein.145 
  





Abbildung 4.2.4: Effekt der Überstände der IL4I1-überexprimierenden Glioblastomzellen auf die
Proliferation anti-CD3/anti-CD28-stimulierter PBMCs. 
A) Repräsentative Darstellung des Eingrenzungsverfahrens eines PBMC-Spenders am FACS.
Gefrorene PBMCs wurden für 120 h mit IL4I1-überexprimerenden- und Kontrollvektorüberständen
kultiviert und mit anti-CD3/anti-CD28 stimuliert. Sie wurden am Durchflusszytometer eingegrenzt
nach: Lymphozytenpopulation, Dubletten-Ausschluss, viablen Zellen, Histogramm der Zellteilungen.
B) Der Box-Plot-Diagramm stellt die Zellproliferation (angegeben als Division Index) der stimulierten
PBMCs dar. Die Daten zeigen die Mittelwerte ± SEM, n=5. (Gepaarter t-Test, **p<0,01). 
A 
B 




4.2.3 Auswirkung von IL4I1 auf die Proliferation von T-Zell-Subpopulationen 
 
Die Stimulation der PBMCs mit anti-CD3/anti-CD28 Antikörpern führt zur Expansion 
von T-Zellen. Im humanen Blut bestehen diese wiederum zu 60-70% aus CD4+ T- Zellen und 
zu 20-30% aus CD8+ T-Zellen. Vor allem die Dysfunktion (Immuntoleranz, Anergie, 
Erschöpfung) CD8+ zytotoxischer T-Zellen (CTL, cytotoxic T lymphocytes) spielt in der 
Tumorprogression eine große Rolle.238,239 Daher wurde in den anschließenden Experimenten 
im Besonderen die Auswirkungen der durch IL4I1-gebildeten Metabolite auf diese beiden T-
Zell-Subpopulationen fokussiert.  
In Übereinstimmung mit den zuvor beschriebenen CSFE-Assays in humanen 
stimulierten PBMCs (Abb. 4.2.4) wurden die aus humanen Buffy Coats gewonnenen und 
isolierten CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen zunächst mit den Überständen der IL4I1-
überexprimierenden Glioblastomzelllinie U-251 MG kultiviert. Aus den Buffy Coats von sechs 
bzw. sieben Spendern wurden dazu die CD4+ T-Zellen und CD8+ T-Zellen mittels spezifischer 
Antikörper isoliert. Je nach Spender konnten 5,5-17,1*106 CD4+ T-Zellen, sowie 2,0-5,5*106 
CD8+ T-Zellen isoliert werden. Die Zellen wurden für die Expansion mit anti-CD3/anti-CD28 
Antiköpern stimuliert, mit dem CFDA-SE Farbstoff gefärbt und die Proliferation der Zellen am 
Durchflusszytometer analysiert. Die Eingrenzung der Zellpopulationen sowie der vitalen Zellen 
erfolgte wie für Abb. 4.2.4 beschrieben. Die Zellen wurden zudem vor der Messung mit den 
Fluorochrom-konjugierten FACS-Antikörpern CD4-PC5 und CD3-APC sowie CD8-PE 
gefärbt, um nach der Eingrenzung der vitalen Zellen nur die CD3+CD4+ und CD3+CD8+ T-
Zellen zu betrachten (Abb. 4.2.5). In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der PBMC-CSFE-
Assays wurde die Proliferation der  CD8+ T-Zellen durch die Behandlung mit den Überständen 
der IL4I1-überexprimierenden Zellen (U-251plx301-IL4I1) im Vergleich zu den Überständen 
der Leervektorkontrollen signifikant verringert (Abb. 4.2.5 und 4.2.6, Tab. A20; Wilcoxon-
Test, p=0,0313, n=6). Für die CD4+ T-Zellen war keine signifikante Wachstumseinschränkung 
durch die Überstände der IL4I1-überexprimierenden Glioblastomzellinie zu beobachten.  
Diese Untersuchungen unterscheiden sich von den Ergebnissen, die Boulland et al. 
beschrieben. Sie beobachteten auch, dass die Proliferation von CD3-stimulierten Lymphozyten, 
die sie mit IL4I1-überexprimierten HEK-Zellen inkubierten, eingeschränkt war. Dennoch 
zeigte ihre Untersuchung der beiden isolierten T-Zell-Subpopulationen, die sie mit IL4I1-
beschichteten Partikeln kultivierten, eine relativ ähnliche Proliferationshemmung durch die 
enzymatische Aktivität von IL4I1 in den CD4+ und in den CD8+ T-Zellen.145  Die Unterschiede 
der Ergebnisse von Boulland et al. mit denen in dieser Arbeit könnte auf die Tatsache frischer 




primärer Kulturen zurückgehen, da diese immer einer Quelle der Variabilität bieten, basierend 
auf Unterschieden in der Effektor-Funktion zwischen den individuellen Spendern, oder auch 
durch genotypisch-abhängige Antworten.240 Die Erkenntnis, dass IL4I1 die Proliferation der 
CD8+ T-Zellen hemmt, konnte von Lasoudris et al. in vivo in einem Maus-Melanom-Model 
bestätigt werden. Dort zeigten sie, dass IL4I1 die IFNγ-produzierenden und zytotoxischen anti-
Tumor CD8+ T-Zellen hemmt und dem Tumor die Möglichkeit des Immunescape vermittelt.227 
Zusammen mit dem in vitro Modell der Glioblastomzelllinien dieser Arbeit lässt sich die 
Funktion von IL4I1 in der Immunregulation und dem tumorumgebenden Milieu als Modulator 
































































Abbildung 4.2.5: Einfluss der Überstände der IL4I1-überexprimierenden Glioblastomzellen auf die
Proliferation von CD4+ und CD8+ T-Zellen. 
A: Repräsentative Bilder der isolierten CD4+ T-Zellpopulation eines Spenders nach dem
Eingrenzungsverfahren am Durchflusszytometer. Gefrorene, mit IL4I1-überexprimierenden und
Kontrollvektorüberständen kultivierte (120 h) und mit anti-CD3/anti-CD28 stimulierte CD4+ und CD8+
T-Zellen wurden am Durchflusszytometer eingegrenzt nach: Lymphozytenpopulation, Dubletten-
Ausschluss, viablen Zellen, CD3+CD4+- und CD3+CD8+ Population mittels spezifischer Antikörper, 
Histogramm der Zellteilungen, n=5. 

















4.2.4 Auswirkung des Metaboliten I3P auf Viabilität, Proliferation und AHR-Zielgens 
in T-Lymphozyten 
 
Ein möglicher Faktor der Proliferationshemmung in den stimulierten PBMCs sowie in 
CD8+ T-Zellen ist oxidativer Stress, vermittelt durch H2O2, der zu einer Einschränkung der 
Expression der CD3 ζ-Kette des T-Zell-Rezeptor-Komplexes führt.241 Da H2O2 nicht sehr stabil 
ist, mit anderen Medium-Komponenten reagieren kann und schnell zerfällt, ist das Vorliegen 
von H2O2 in den IL4I1-überexrpimierenden Überständen, die eingefroren wurden, 
wahrscheinlich gering. Dem Trp-Metabolit Kyn konnte bereits eine proliferationshemmende 
Wirkung von T-Zellen zu geschrieben werden.169 Daher könnten auch andere gebildete 
Metabolite zu einer Proliferationseinschränkung der T-Zellen führen, so dass im nächsten 
Schritt analysiert wurde, ob das durch IL4I1-gebildete Metabolit I3P diesen Einfluss hat. Dazu 
wurden die Viabilität und Proliferation der aus Buffy Coats von zwei Spendern isolierten T-
Lymphozyten untersucht, indem sie für 120 h mit verschiedenen Konzentrationen an I3P (1,56 
μM, 3,125 μM, 6,25 μM, 12,5 μM, 25 μM) inkubiert wurden. Nach der Inkubationszeit wurden 
die Zellen mit dem Zombie Fixable Viabilty Dye von BioLegend gefärbt, um die Viabilität der 
Zellen zu bestimmen. Der Farbstoff dringt bei nicht vitalen Zellen in das Zytoplasma ein, färbt 
so zusätzlich die intrazellulären Proteine und erhöht dadurch die Gesamtfluoreszenz. Nach 
Eingrenzung der Lymphozyten mit Dubletten-Ausschluss und CD4+- und CD8+-T-Zell-
Populationen am Durchflusszytometer wurden die mit dem Zombie-Farbstoff gefärbten Zellen 
Abbildung 4.2.6: Quantfizierung der Zellproliferation von CD4+ und CD8+ T-Zellen nach Exposition
mit den Überständen der IL4I1-überexprimierenden Glioblastomzellen.  
Die Box-Plot-Diagramme repräsentieren die Zellproliferation (angegeben als Division Index) der
stimulierten T-Zellen aus Abb.4.2.5. Die  Proliferation der CD8+ T-Zellen ist nach Inkubation mit IL4I1-
überexprimierenden Überständen reduziert. Daten zeigen die Mittelwerte ± SEM, n=5. (Wilcoxon-Test,
*p<0,01). 




im Pacific-Blue Kanal auf vitale und nicht vitale Zellen eingegrenzt und dadurch die Viabilität 
der Zellen bestimmt (Abb. 4.2.7A). Viabilität ist die Anzahl an lebenden Zellen in einer 
Zellpopulation, während die Proliferation ein Maß der Zellteilung ist. Die Daten zeigten, dass 
das dem Medium exogen zugeführte I3P in allen Konzentrationen keinen Einfluss auf die 
Viabilität der CD4+ T-Zellen hat. In den CD8+ T-Zellen führte I3P tendenziell zu einem 
negativen Effekt auf die Viabilität der Zellen; Letztere war näherungsweise proportional zur 
Konzentration des I3P. Die höchste Konzentration (25 μM) führte zu einer signifikanten 
Änderung der Viabilität (One-Way ANOVA, p= 0,0367, n=2) im Vergleich zu der DMSO-
Kontrolle (Abb. 4.2.7B, Tab. A21). Der Einfluss des Trp-Metaboliten I3P auf humane 

















Nachdem beschrieben wurde, dass die Überstände und die darin enthaltenden 
Metabolite einen Einfluss auf die Proliferation von PBMCs und T-Zellen (Abb.4.2.4 und 
A 
Abbildung 4.2.7:  Effekt des Metaboliten I3P auf die Viabilität von CD4+ und CD8+ T-Zellen. 
A) Repräsentative Bilder der isolierten CD4+ T-Zellpopulation eines Spenders nach dem
Eingrenzungsverfahren am Durchflusszytometer. Mit anti-CD3/anti-CD28 Antikörpern stimulierte
CD4+ und CD8+ T-Zellen wurden mit I3P oder DMSO (120 h) exponiert und wurden am
Durchflusszytometer eingegrenzt nach: Lymphozytenpopulation, Dubletten-Ausschluß, CD4+ und
CD8+ Population mittels spezifischer Antikörper und viablen Zellen. B) Die Balkendiagramme
repräsentieren die Zellviabilität der exponierten T-Zellen. Es konnte eine Hemmung der Viabilität der 
CD8+ Zellen nach Inkubation mit I3P (25 μM) gezeigt werden. Daten stellen die Mittelwerte ± SEM
dar, n=2. (One-Way ANOVA, *p<0,05). 
B 




4.2.5/6) haben und I3P in den CD8+ T-Zellen die Viabilität beeinträchtigt, wurde im nächsten 
Schritt untersucht, ob I3P auch die Proliferation der T-Lymphozyten beeinflusst. Zudem wurde 
der Einfluss von I3P auf den AHR und seine Zielgene in Immunzellen analysiert. Die aus 
frischen Buffy Coats von sieben bis acht Spendern isolierten und mit anti-CD3/anti-CD28 
stimulierten CD4+- und CD8+ T-Zellen wurden mit der kleinsten Konzentration an I3P (3,125 
μM) inkubiert. Wie in den vorangegangen Ergebnissen (vgl. Abb. 4.2.7) nachgewiesen, hätte 
eine höhere Konzentration zur Apoptose geführt und eine Analyse der Proliferation der Zellen 
verhindert. Das Eingrenzen der Populationen am Durchflusszytometer erfolgte gleich dem in 
Abb. 4.2.5 und wird nicht nochmal explizit dargestellt. Für die CD4+ T-Zellen konnte kein 
Einfluss von I3P auf die Proliferation festgestellt werden. In den CD8+ T-Zellen konnte eine 
signifikante Proliferationshemmung (Wilcoxon-Test, p=0,0156, n=7) nach Zugabe mit 3,125 
μM I3P detektiert werden (Abb. 4.2.8A, Tab. A22). 
Die Auswirkung von I3P zeigt aus den bisherigen Ergebnissen demnach zwei Effekte. 
Zum einen, dass die Viabilität der isolierten CD8+ T-Zellen  beeinträchtigt wird und dass die 
Proliferation in vitalen CD8+ T-Zellen gehemmt wird. Neben Lasoudris et al., die in ihrem 
Maus-Melanom Modell beschrieben, dass die Produktion zytotoxischer anti-tumor CD8+-T-
Zellen in vivo durch IL4I1 eingeschränkt war,242 konnten andere Studien auch einen Effekt von 
Trp-Metaboliten zeigen. So wurde bereits nachgewiesen, dass verschiedene Kynurenine (Kyn, 
3-HK, 3-HAA) die T-Zell Proliferation hemmen.19,243 Damit könnten auch das aus Trp durch 
IL4I1-gebildete I3P und seine abstammende Metabolite diesen Effekt haben. 
Verschiedene Studien zeigten, dass IDO1 die T-Zell-Antwort durch den Mechanismus 
der die Aktivierung und Differenzierung von Treg fördert, unterdrückt. Kyn wiederum induziert 
die Treg-Induktion durch Aktivierung des AHR.169 Daher wurde die Aktivierung des AHR in 
den mit I3P (3,125 μM) exponierten T-Zellen mittels Genexpressionsanalysen untersucht (Abb. 
4.2.8B, Tab. A23). Die beiden Zielgene CYP1A1 und TIPARP wiesen in den beiden T-Zell 
Subpopulationen (CD4+ und CD8+) eine signifikante Erhöhung der Expression im Vergleich 
zur DMSO-Kontrolle auf (CD4+: Wilcoxon-Test, p=0,0016, n=7; CD8+: Wilcoxon-Test, 
p=0,031, n=6). Dass Immunantworten für die AHR-Aktivierung sensitiv sind, wurde bereits 
nachgewiesen.244,245 So konnte gezeigt werden, dass Kyn die Induktion von CD4+ T-Zellen 
(Treg) durch die Aktivierung des AHR ermöglichen kann.19 Die verstärkte Bildung von Treg 
wirkt den Anti-Tumor-Immunzellen entgegen.112 Rohlman et al. beschrieben ebenso eine 
Aktivierung des AHR in differenzierenden CD4+ T-Zellen durch den exogenen Liganden 
TCDD.246 Prigent et al. untersuchten die zeitliche AHR-Aktivierung in stimulierten T-Zellen. 
Dafür benutzten sie ebenso Buffy Coats, aus denen sie PBMCs mittels Ficoll isolierten und 




daraus wiederum CD3+CD4+- und CD3+CD8+ T-Zellen isolierten. Die T-Zellen stimulierten 
sie mit anti-CD3/anti-CD28 Antikörpern. Sie konnten in ihrer Studie zeigen, dass die AHR-
mRNA nach einer T-Zell Stimulation signifikant und schnell ansteigt. So erfolgt die Expression 
2 h nach der Stimulation, wird nach 4 h maximal und erreicht nach 72-120 h wieder das 
Ursprungslevel. Das AHR-Protein wird nach 24-72 h wieder basal exprimiert. Die 
Expressionslevel der AHR-Zielgene wurden ebenso durch T-Zell-Aktivierung erhöht, und die 
Zugabe von exogenen Liganden verstärkte diese Expression. Dies führte zur Hypothese, dass 
die Aktivierung des AHR nach T-Zell-Stimulation den T-Zellen die Metabolsierung exogener 
Liganden des AHR erlaubt, um aktivierte proliferierende Lymphozyten vor solchen 
Umweltkontaminanten zu schützen.247 Da in Abb. 4.2.8B die Genexpression der AHR-Zielgene 
nach 120 h analysiert wurde, ist davon auszugehen, dass die Aktivierung des AHR nicht auf die 
Stimulation der T-Zellen an sich, sondern auf die Antwort auf I3P in den behandelten Zellen 
zurückzuführen ist. Wie in den Glioblastomzellen führt daher auch in den T-Zellen der 
endogene Metabolit I3P, der durch die Überexpression des IL4I1 gebildet wird, zu einer 

























Insgesamt zeigte der zweite Teil dieser Arbeit, dass die Exposition mit aktivierten T-
Zell-Überständen, die das inflammatorische Milieu um den Tumor herum repräsentieren sollen, 
eine Induktion von IL4I1 sowie der AHR-Zielgene in vorher IL4I1-inkompetenten 
Glioblastomzelllinien hervorruft. Des Weiteren konnte eine Überexpression von IL4I1 in 
Glioblastomzelllinien mit der Proliferationshemmung von stimulierten PBMCs, insbesondere 
von CD8+ zytotoxischen T-Zellen in Zusammenhang gebracht werden. Damit einhergehend 
konnte erstmalig beschrieben werden, dass der durch IL4I1 aus Trp gebildete und in den IL4I1-
überexprimierenden Überständen sezernierte Metabolit I3P die Einschränkung der Viabilität 
und der Proliferation der CD8+ zytotoxischen T-Zellen bewirkt. Ergänzend führte I3P, wie 
B 
A 
Abbildung 4.2.8: Effekt von I3P auf T-Lymphozyten-Proliferation und AHR-Zielgene TIPARP und
CYP1B1. 
A) Die Box-Plot-Diagramme  repräsentieren  die Zellproliferation (angegeben als Division Index) der
aus Buffy Coats isolierten CD4+ und CD8+ T-Zellen. Die Zellen wurden anti-CD3/anti-CD28
Antikörpern stimuliert und wurden mit I3P (3,125 μM) oder DMSO exponiert. Daten zeigen die
Mittelwerte ± SEM, n=8 (CD8+), n=7 (CD4+). (Wilcoxon-Test, *p<0,05). B) Die Balkendiagramme
stellen die Genexpression der AHR-Zielgene TIAPRP und CYP1B1 dar. Erhöhte Expression von 
TIPARP und CYP1B1 in den CD4+ und CD8+ T-Zellen nach 120 h Exposition mit 3,125 μM I3P. Daten
zeigen die Mittelwerte ± SEM, n=6 (CD8+), n=7 (CD4+). (Wilcoxon-Test, *p<0,05). 




bereits im ersten Teil beobachtet, zu einer Aktivierung des AHR in den beiden T-Zell-
Subpopulationen (CD4+/CD8+).  
Betrachtet man die Ergebnisse beider Abschnitte zusammen und richtet den Blick auf 
die Pathophysiologie von Glioblastomen konnte eine Überexpression von IL4I1 mit einer  
verschlechterten Überlebenswahrscheinlichkeit von GBM-Patienten verknüpft werden. Diese 
IL4I1-Überexpression in Glioblastomen führt zu einer Aktivierung von nachgeschalteten 
Signalwegen. So konnte dies am Transkriptionsfaktor AHR und seiner Signaltransduktion in 
Glioblastomen gezeigt werden. IL4I1 und die aus dem Trp-gebildete α-Ketosäure I3P konnten 
erstmals mit einer Aktivierung des AHR in Verbindung gebracht werden. In der Tumor-
Mikroumgebung des Glioblastoms hat das Enzym ebenso einen Einfluss auf die Immunzellen. 
Da die Viabilität und Proliferation der CD8+ zytotoxischen T-Zellen (CTL) in der Tumor-
Mikroumgebung durch das I3P gehemmt werden und eine AHR-Aktivierung in CD4+ T-Zellen 
zur Differenzierung in immunsuppressive Treg führt, könnte durch diese Mechanismen 
vermittelt die Tumorprogression gefördert werden. Die Überexpression des 
immunsuppressiven Enzyms IL4I1 in bestimmten Tumoren, in diesem Falle in Glioblastomen, 
beschreibt seine mögliche Rolle in der Tumor-Immunevasion. Daher stellt das Enzym mit 
seinem Abbauweg einen weiteren Angriffspunkt für die Krebstherapie dar. Den beiden 
geschwindigkeitsbestimmenden Enzymen des Trp-Metabolismus IDO1/TDO2 und seine 
gebildeten Metabolite konnte bereits eine große Bedeutung in der Tumorprogression 
zugeschrieben werden, so dass diese ausführlich auf ihr therapeutisches Potential hin untersucht 
wurden116,248-250. Eine große Phase-III-Studie, in der ein IDO1-Inhibitor zusammen mit einem 
bereits etablierten Immun-Checkpoint-Inhibitor, dem PD-1-Inhibitor Pembrolizumab 
kombiniert wurde, konnte die erhoffte Wirkungsverstärkung des Pembrolizumab nicht 
erzielen25,27. Die an IL4I1-gekoppelten Mechanismen wurden bisher noch nicht mit der 
Tumorprogression in Glioblastomen in Verbindung gebracht. Damit einhergehend könnte die 
kombinierte Blockade beider immunsuppressiver Enzyme durch IDO1- und IL4I1-Inhibitoren, 
um die Bildung von Trp-Metaboliten, die die Tumorprogression fördern, zu unterbinden, ein 
neuer zielgerichteter Ansatz in der Krebstherapie darstellen. 




5 Zusammenfassung und Ausblick 
 
 Die bisherigen Therapieoptionen bei Glioblastomen sind nur sehr eingeschränkt. Trotz 
einer maximalen Therapie, die herkömmlicherweise eine Resektion und eine adjuvante 
Chemotherapie und/oder Strahlentherapie einschließt, liegt die durchschnittliche 
Überlebensdauer nach der Diagnose bei den meisten Patienten zwischen ein bis zwei Jahren.10 
Ein zentraler Faktor bei diesen unbefriedigenden Behandlungsoptionen ist die durch den Tumor 
vermittelte Unterdrückung der Anti-Tumor-Immunantwort. Daher wurden große 
Anstrengungen unternommen neue therapeutische Angriffsmöglichkeiten zu identifizieren, die 
die Immunantwort gegen den Tumor unterstützen. Der Trp-Metabolismus und seine 
geschwindigkeitsbestimmenden, immunsuppressiven Enzyme (IDO1/TDO2) sind wichtige 
Schlüsselelemente für die Tumorprogression und stehen daher im Mittelpunkt der 
Wirkstoffentwicklung einer verbesserten Anti-Tumortherapie. Die erste große Phase-III- Studie 
(ECHO-301, www.clinicaltrials.gov) untersuchte in Melanompatienten die Tolerierbarkeit und 
Effizienz der Kombinationstherapie des IDO1-Inhibitors Epacadostat mit einem etablierten 
Immun-Checkpoint-Inhibitor, dem PD-1-Inhibitor Pembrolizumab. Die Kombination bewirkte 
keinen Unterschied im progressionsfreien Überleben oder im Gesamtüberleben im Vergleich 
zur Pembrolizumab-Monotherapie und war daher ein großer Rückschlag für die IDO1-
Inhibitor-Forschung.  
Neben IDO1 und TDO2 gibt es Hinweise darauf, dass auch die L-Aminooxidase IL4I1 
für den Abbau von aromatischen Aminosäuren - einschließlich Tryptophan - im humanen 
Organismus relevant sein könnte. Eine Analyse der Genexpressionsdaten von 
Gehirntumorproben (www.betastasis.com) zeigte, dass eine erhöhte IL4I1-Expression mit einer 
verschlechterten Überlebenswahrscheinlichkeit von Hirntumorpatienten assoziiert ist. In 
Glioblastoma multiforme (GBM) ist IL4I1 im Vergleich zu normalem Gewebe und anderen 
Hirntumorarten erhöht exprimiert. IL4I1-katalysierte Transformationsprozesse und daran 
gekoppelte Signalwege könnten wie IDO1 und TDO2 einen Einfluss auf die Tumorprogression 
haben. Die nähere Charakterisierung des IL4I1-vermittelten Abbauweges könnte daher für eine 
verbesserte Anti-Tumor-Immunantwort von großer Bedeutung sein. 
 
Ziel dieser Arbeit war es daher die Rolle von IL4I1 in der Progression von 
Glioblastomen zu untersuchen. Im ersten Teil der Arbeit wurde anhand von in vitro Versuchen 
zunächst analysiert, ob das Enzym IL4I1 aromatische Aminosäuren in humanen 
Glioblastomzelllinien abbauen kann und welche Metabolite dadurch gebildet werden. 




Da die AHR-Signaltransduktion bereits in Zusammenhang mit der 
Glioblastompathophysiologie durch die aktivierende Wirkung der Trp-Metaboliten 
beschrieben wurde, sollte analysiert werden, ob die IL4I1-gebildeteten Metabolite ebenso 
relevant für die immunmodulatorische Wirkung der AHR-Aktivierung in Glioblastomen sind. 
Des Weiteren sollte die Tumor-Mikroumgebung mit ihren verschiedenen Immunzellen im 
zweiten Teil der Arbeit gesondert betrachtet werden und damit der Einfluss der Überexpression 
von IL4I1 und seiner Metabolite auf die Immunantwort charakterisiert werden.  
 
Eine Zusammenfassung der in dieser Arbeit untersuchten Aspekte der IL4I1 
vermittelten Metabolisierung von Tryptophan und dessen Auswirkung auf die Immunantwort 








Da bereits in früheren Studien beschrieben wurde, dass der AHR in GBM durch IDO1- 
bzw. TDO2-gebildete Trp-Metabolite aktiviert wird und dadurch an der Suppression der Anti-
Tumorantworten beteiligt ist, wurden für die in vitro-Analysen im ersten Teil der Arbeit 
zunächst sechs verschiedene Glioblastomzelllinien auf ihre AHR-Expression hin untersucht. 
Abbildung 5.1: Zusammenfassung der Ergebnisse der beiden Teile dieser Dissertation. 




Die vier dabei identifizierten AHR-kompetenten Zelllinien (LN-18, LN-229, U-87 MG 
und T-98 G) wurden auf eine funktionierende AHR-Signaltransduktion hin analysiert. So zeigte 
die Exposition mit dem xenobiotischen Liganden BaP eine AHR-aktivierende Wirkung auf 
seine Zielgene in drei Zelllinien. Da jedoch die Aktivierung des AHR durch im humanen 
Organismus gebildete Trp-Metaboliten nachvollzogen werden sollte, wurde die AHR-
Signaltransduktion zusätzlich mit dem literaturbekannten endogenen Trp-Metabolit Kyn 
nachgewiesen. Kyn konnte bereits als AHR-aktivierender Metabolit in GBM beschrieben 
werden.  
Herkömmliche Glioblastomzelllinien weisen keine ausreichende IL4I1-Expression auf 
und wurden daher mittels der lentiviralen Transduktion zu IL4I1-überexprimierenden 
Glioblastomzellen modifiziert, um damit ein in vitro-Modell zur Analyse von IL4I1 im GBM-
Kontext zu erschaffen.  
Diese IL4I1-Überexpression führte zu einer AHR-Aktivierung in den entsprechend 
modifizierten Zelllinien, was durch eine mit der AHR-Aktivierung einhergehenden 
verringerten Proteinexpression des AHR durch proteasomale Degradation und durch eine 
Induktion in der AHR-Zielgenexpression nachgewiesen werden konnte.  
Die Hypothese, dass die durch IL4I1-gebildeten Metabolite zu der beobachteten AHR-
Aktivierung führen, konnte in IL4I1-inkompetenten Glioblastomzellen durch Exposition mit 
Überständen IL4I1-überexprimierender Zellen durch die nukleäre Translokation des AHR 
bestätigt werden. Somit konnte erstmalig IL4I1 mit einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors 
in Verbindung gebracht werden.  
IL4I1 transformiert die aromatischen Aminosäuren Trp, Phe und Tyr zu den 
entsprechenden α-Ketosäuren I3P, PP bzw. HPP. Das Potential der IL4I1-überexprimierenden 
Zellkulturüberstände zur Aktivierung des AHR konnte auf die Bildung der durch IL4I1-
gebildeten Metabolite zurückgeführt werden. Die Translokation des AHR zeigte sich in 
fluoreszenzmikroskopischen Translokationsassays und durch eine Zunahme des AHR-
Proteingehalts im Kern im Vergleich zum Zytoplasma. Dass diese Translokation auf eine 
direkte Bindung des AHR an dessen DNA-Bindungsstellen vermittelt wird, bestätigte sich in 
Luciferase-Reportergen-Assays (CALUX-Assay). Die funktionelle Bedeutung der AHR-
Aktivierung zeigte sich durch die Induktion der Zielgenexpression nicht nur durch Überstände 
IL4I1-überexprimierender Zellen, sondern auch durch die Trp-Ketosäure I3P. 
Da die zunächst gebildeten α-Ketosäuren in wässriger Lösung wenig stabil sind, wurden 
mögliche Abbauprodukte durch chemisch-analytische Untersuchungen charakterisiert. 




Erstaunlicherweise zeigte sich in den Überständen IL4I1-überexprimierender Zellen 
kein I3P, allerdings konnten dessen Abbauprodukte KynA, I3ES und I3C nachgewiesen 
werden. Das durch IL4I1-gebildete I3P scheint daher nicht alleine der AHR-aktivierende 
Metabolit zu sein, aber dessen Abbau führt zur Bildung der bereits bekannten AHR-Metabolite 
KynA und I3ES. Ebenfalls konnte die Bildung der analog zum I3P durch den IL4I1-Abbau 
entstehenden α-Ketosäuren HPP und PP aus Tyrosin und Phenylalanin nachgewiesen werden. 
Auch HPP und PP bilden weitere Metabolite, die bis auf BA, ebenfalls in den Überständen 
IL4I1-überexprimierender Zellen gefunden worden. Weder für HPP noch für PP konnte ein 
AHR-Aktivierungspotential in Glioblastomzellen nachgewiesen werden. Dies lässt die Bildung 
von AHR-aktivierenden Abbauprodukten unwahrscheinlich erscheinen  bzw. scheinen nur 
unzureichende Mengen an entsprechenden Metaboliten gebildet zu werden. 
 
 
  Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss der IL4I1-Überexpression in  
Glioblastomzelllinien und die daran gekoppelte Bildung von I3P sowie seiner Metabolite auf 
Immunzellen, wie sie in der Tumor-Mikroumgebung vorkommen, analysiert.  
 
Diese Arbeit zeigt, dass in IL4I1-inkompetenten Glioblastomzellen durch Überstände 
von aktivierten T-Zellen, wie sie für die Tumor-Mikroumgebung charakteristisch sind, sowohl 
die Expression von IL4I1 selbst als auch von AHR-Zielgenen induziert wird. Der im ersten Teil 
der Arbeit beschriebene IL4I1-Transformationspfad des Trp kann somit in Tumorzellen durch 
eine aktivierte Immunantwort induziert werden. 
Als mögliche Mediatoren der IL4I1-Induktion wurden IFNγ und NF-κB-Signalwege 
untersucht. Durch Inhibierungsanalysen konnte nachgewiesen werden, dass IFNγ keine und 
NF-κB nur geringfügig die Stimulation des IL4I1 durch aktivierte T-Zellen vermittelt. Das lässt 
vermuten, dass noch weitere Signalwege an der Induktion beteiligt sind. 
Des Weiteren bewirkte die Bildung von I3P einen negativen Einfluss auf die 
Proliferation von humanen, stimulierten PBMCs. Die genauere Untersuchung der T-Zell-
Subpopulationen CD4+ und CD8+ ergab damit einhergehend eine Proliferationshemmung der 
CD8+ T-Zellen (CTL). Bestätigend zeigte der Metabolit I3P eine Einschränkung der Viabilität 
von CD8+ T-Zellen. Zudem konnten Genexpressionsanalysen nachweisen, dass I3P, wie bereits 
im 1. Teil beobachtet, den AHR in beiden Subpopulationen aktiviert.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass das in Gliomen verstärkt exprimierte IL4I1, 
sowohl Trp als auch die beiden anderen aromatischen Aminosäuren Tyr und Phe abbaut. Nur 




das aus Trp gebildete I3P, bzw. dessen nachgeschaltet entstehenden Metabolite, führen zu einer 
Aktivierung des AHR und seiner Signaltransduktion in Glioblastomen. In der Tumor-
Mikroumgebung hat IL4I1 entscheidenden Einfluss auf die Kompetenz von T-Zellen. Dies 
bewirkte eine signifikante Proliferationsinhibierung CD8+ zytotoxischer T-Zellen (cytotoxic T 
lymphocytes, CTL), die mit einer Aktivierung des AHR einherging. Durch die Exposition mit 
I3P wurde auch in CD4+ T-Zellen eine Aktivierung des AHR beobachtet. Ein interessanter 
Befund, da CD4+ T-Zellen vermittelt durch eine Aktivierung des AHR vermehrt zu 
immunsuppressiven Treg differenzieren. Damit konnten in dieser Arbeit zwei Mechanismen 
identifiziert werden, die die Tumorprogression fördern und so IL4I1 als ein immunsuppressives 
Enzym charakterisieren, das durch seine Überexpression in Tumoren, eine entscheidende Rolle 




Die im Rahmen dieser Arbeit beschriebene IL4I1-vermittelte Bildung von Trp- 
Metaboliten ist ein Aspekt, der in den bisherigen IDO1/PD-1-Phase-III-Studien nicht 
berücksichtigt werden konnte.  IL4I1-vermittelte Effekte auf die Immunantwort können, wie 
die Ergebnisse dieser Arbeit nahelegen, einen entscheidenden Einfluss auf die 
Tumorprogression haben. Damit könnten sie als ein Grund für den Misserfolg dieser Studie 
gelten. Einen besseren Erfolg könnte daher eine kombinierte Blockade beider 
immunsuppressiven Enzyme IDO1 und IL4I1 erzielen, um eine effizientere Inhibierung der 
Bildung von tumorfördernden Trp-Metaboliten zu ermöglichen.  
Die vielversprechenden in vitro-Analysen dieser Arbeit müssen durch zusätzliche 
Studien z.B. auf der Grundlage von Glioblastompatientenproben weiter untersucht werden, um 
IL4I1 als möglichen therapeutischen Ansatzpunkt zu bestätigen. Nur in vivo-Studien können 
die Interaktion des Tumors und  seiner Mikroumgebung vollständig abbilden. 
 Die Forschung zur Rolle von IL4I1 in der Tumorpathophysiologie steht noch am 
Anfang. Ebenso muss die Bedeutung der IL4I1-vermittelten Aktivierung des AHR noch 
ausführlicher untersucht werden. Dem Trp-Metaboliten I3P konnte in dieser Arbeit eine AHR-
aktivierende Wirkung zugewiesen werden. Da aber auch seine Abbauprodukte I3C, I3ES und 
KynA in Überständen IL4I1-überexprimierender Glioblastomzellen nachgewiesen wurden, 
sollten auch diese auf ihr AHR-Aktivierungspotential und ihre Bedeutung für die 
Gliomaprogression hin untersucht werden. Studien in anderen Zellsystemen/Tumorarten 
zeigten diesbezüglich widersprüchliche Ergebnisse. 




Obwohl eine Depletion von Trp in der Tumormikroumgebung mit der Aktivierung des 
AHR in Verbindung gebracht wurde, sind die zugrunde liegenden Mechanismen sowie eine 
damit einhergehende AHR-vermittelte Modulation von T-Zellpopulationen bis heute 
unvollständig verstanden. Auch eine Inhibierung des AHR im Tumor wäre somit eine mögliche 
Option für einen zusätzlichen therapeutischen Ansatz. Ob diese allerdings eine gute Toleranz 
in Patienten zeigt und ob sie die durch den Trp-Abbau vermittelte Immunsuppression aufheben 
kann, muss erst noch untersucht werden.  
Da in dieser Arbeit die Aktivierung von IL4I1 in Glioblastomzelllinien durch aktivierte 
T-Zell-Überstände teilweise auf die Induktion des NF-κB-Signalweges zurückgeführt werden 
konnte, ist auch hier zu untersuchen, welche weiteren Signalwege zusammen mit NF-κB diese 
Aktivierung in den Glioblastomzelllinien beeinflussen könnten. 
Zudem wären die genauen Mechanismen zu klären, die zur Inhibierung der Proliferation 
von CD8+ zytotoxischen T-Zellen führen, die durch I3P bzw. seine Abbauprodukte vermittelt 
werden. 
Die Bedeutung von Trp-Metaboliten sowie die vielen enzymatischen Wege im Abbau 
des Trp machen die Anti-Tumorimmuntherapie zu einem komplexen Forschungsfeld. In 
Zukunft sind weitere präklinische und klinische Studien nötig, um einen umfassenderen 
Einblick in die Optionen, die der Abbau von Trp und seiner nachgeschalteten Signalwege für 
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7.1 Zusätzliche Tabellen 
 
Tabelle A1:  AHR-Zielgenexpression in humanen Glioblastomzelllinien nach 4 h Exposition mit 
BaP (n=3)  
Dargestellt sind Fold change (FC)-Mittelwerte ± SEM, normiert zum Housekeeping-Gen U6. (Student´s 
t-Test, p-Werte). 
Genname Zelllinie MW (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW (+/ - SEM) 
Behandlung 
p-Wert 
TIPARP LN-229 1,018 ± 0,1386 1,368 ± 0,07917  0,0934 
 T98-G 2,515 ± 0,04091 1,002 ± 0,05087 <0,0001 
 U-87 1,005 ± 0,07219 3,618 ± 0,128 <0,0001 
 LN-18 1,012 ± 0,1056 
 
15,45 ± 2,854 0,0072 
CYP1B1 LN-229 1,009 ± 0,09597 1,089 ± 0,07518 0,5459 
 T98-G 1,02 ± 0,1985 2,11 ± 0,2468 0,0531 
 U-87 1,004 ± 0,06285 1,789 ± 0,2092 0,0229 
 LN-18 1 ± 0,02267 6,596 ± 0,3921 <0,0001 
 
CYP1A1 LN-229 1,061 ± 0,2608  2,091 ± 0,4673 0,1266 
 T98-G 1,037 ± 0,2003 5,386 ± 1,014 0,0136 
 U-87 1,003 ± 0,05231 7,823 ± 0,4349 <0,0001 
 LN-18 1,079 ± 0,2616 133,1 ± 28,66 0,01 
 
Tabelle A2:  AHR-Zielgenexpression in LN-18 nach Exposition mit 50 μM Kyn für 4, 12, 24 h (n=3) 
Dargestellt sind FC-Mittelwerte ± SEM, normiert zum Housekeeping-Gen U6. (Student´s t-Test, p-
Werte). 
Genname Expositionsdauer MW (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW (+/ - SEM) 
Behandlung 
p-Wert 
CYP1A1 4 h 1,003 ± 0,05836 40,03 ± 3,734 0,0005 
CYP1A1 12 h 1,005 ± 0,06954 18,68 ± 1,949 0,0008 
CYP1A1 24 h  1 ± 0,01821 23,48 ± 1,625 0,0003 
CYP1B1 4 h 1,003 ± 0,05099 2,583 ± 0,2893 0,0058 
CYP1B1 12 h 1,007 ± 0,0799 3,365 ± 0,1747 0,0003 
CYP1B1 24 h  0,987 ± 0,1614 7,69 ± 0,9545 0,0029 
 
TIPARP 4 h 1,008 ± 0,08405 13,19 ± 1,231 0,0009 
TIPARP 12 h 1,005 ± 0,06954 8,105 ± 0,5081 0,0002 
TIPARP 24 h  1,169 ± 0,4816 9,148 ± 0,633 0,0020 
 
KLF9 4 h 1,008 ± 0,08991 1,988 ± 0,06027 0,0008 
KLF9 12 h 1,015 ± 0,1191 1,677 ± 0,1345 0,0211 





Tabelle A3:  AHR-Proteinexpression in U-87 MG Kontrollzellen und IL4I1-überexprimierenden 
U-87 MG Zellen nach 120 h (n=5)  
Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM, normiert zum Housekeeping-Gen ß-Actin. (Student´s t-Test, p-
Werte). 
Protein MW  (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW (+/ - SEM)  IL4I1-
Überexpression 
p-Wert 
AHR 1,143 ± 0,1907  0,5546 ± 0,05622 0,0181 
 
 
Tabelle A4:  AHR-Zielgenexpression in IL4I1-überexprimierenden Zellen (U-87 MG ÜE) im 
Vergleich zu Kontrollzellen (U-87 MG LV) nach 120 h (n=10)  
Dargestellt sind FC-Mittelwerte ± SEM, normiert zum Housekeeping-Gen U6.(Student´s t-Test, p-
Werte). 
Genname Zelllinie MW (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW (+/ - SEM)  
Behandlung 
p-Wert 
BMF U-87 MG 1,003 ± 0,03138 2,488 ± 0,2156  <0,0001 
CYP1A1 U-87 MG 1,015 ± 0,05791 3,764 ± 0,228 <0,0001 
KLF9 U-87 MG 1,004 ± 0,03072 2,068 ± 0,146 <0,0001 
TIPARP U-87 MG 1,002 ± 0,01865 2,522 ± 0,3396 0,0003 
AHRR U-87 MG 1,002 ± 0,01983  1,878 ± 0,2818 0,0061 
CYP1B1 U-87 MG 1,014 ± 0,05718  2,654 ± 0,5279 0,0063 
NFE2L2 U-87 MG  1,003 ± 0,02709 1,999 ± 0,2637 0,0014 




BMF U-251 MG 1,005 ± 0,03131 1,393 ± 0,232 0,1148 
CYP1A1 U-251 MG 1,01 ± 0,04768 1,242 ± 0,1879 0,2467 
KLF9 U-251 MG 1,007 ± 0,04111 1,231 ± 0,1741 0,2270 
TIPARP U-251 MG 1,004 ± 0,03034 1,171 ± 0,1782 0,3687 
AHRR U-251 MG 1,014 ± 0,05689 0,9517 ± 0,08736 0,5583 
CYP1B1 U-251 MG 1,018 ± 0,06373 1,425 ± 0,2106 0,0809 















Tabelle A5:  Expression der AHR-Zielgene nach Exposition von LN-18 mit Überständen der IL4I1-
überexprimierenden U-87 MG und U-251 MG Zellen für 4 h (n=5)  
Dargestellt sind FC-Mittelwerte ± SEM, normiert zum Housekeeping-Gen U6. (Mann-Whitney-Test, p-
Werte). 
Genname Behandlung MW (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW (+/ - SEM) 
Behandlung 
p-Wert 
AHRR ÜS U-87 ÜE 0,8786 ± 0,07383 1,692 ± 0,2384 0,0317 
AHRR ÜS U-251 ÜE 0,8786 ± 0,07383 2,061 ± 0,1932 0,0079 
CPOX ÜS U-87 ÜE 0,9658 ± 0,06793 2,504 ± 0,2122 0,0079 
CPOX ÜS U-251 ÜE 0,9658 ± 0,06793 2,754 ± 0,3906 0,0079 
CYP1A1 ÜS U-87 ÜE 0,9074 ± 0,1227 1,882 ± 0,2761 0,0159 
CYP1A1 ÜS U-251 ÜE 0,9074 ± 0,1227 3,435 ± 0,4923 0,0043 
CYP1B1 ÜS U-87 ÜE 0,9988 ± 0,0422 6,517 ± 0,1257 0,0079 
CYP1B1 ÜS U-251 ÜE 0,9988 ± 0,0422 5,767 ± 0,321 0,0079 
KLF9 ÜS U-87 ÜE 1,009 ± 0,04689 3,024 ± 0,2898 0,0095 
KLF9 ÜS U-251 ÜE 1,009 ± 0,04689 2,531 ± 0,1347 0,0043 
TIPARP ÜS U-87 ÜE 0,9712 ± 0,0302 7,85 ± 0,6818 0,0079 
TIPARP ÜS U-251 ÜE 0,9712 ± 0,0302 10,81 ± 1,469 0,0079 
 
 
Tabelle A6:  Expression von IL4I1 in IL4I1-überexprimierenden U-87 MG und U-251 MG Zellen 
Dargestellt sind FC-Mittelwerte ± SEM, normiert zu den Housekeeping-Genen Lamin-A und α-Tubulin. 
(Gepaarter t-Test, p-Werte). 
 
Genname Zelllinie MW (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW (+/ - SEM)  
Behandlung 
p-Wert 
IL4I1 U-87 MG 1,097 ± 0,2694 7511 ± 545,8 0,0008 
 
IL4I1  U-251 MG 1,025 ± 0,138 103206 ± 7786 0,0009 
 
 
Tabelle A7:  AHR-Expression in LN-229 nach Exposition mit IL4I1-überexprimierenden 
Überständen für 4 h (n=4)  
Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM, normiert zu den Housekeeping-Genen Lamin-A und α-Tubilun. 
(Student´s t-Test, p-Werte). 
Protein Behandlung MW (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW (+/ - SEM) 
Behandlung 
p-Wert 
AHR ÜS U-87 ÜE 1 ± 0,08474 2,287 ± 0,2957 0,0449 
 







Tabelle A8:  AHR-Expression in LN-229 nach Exposition mit IL4I1-überexprimierenden 
Überständen für 4 h im Vergleich zu Kontrollvektorüberständen (n=3)  
Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM, normiert zu den Housekeeping-Genen Lamin-A und α-Tubulin. 
(Gepaarter t-Test, p-Werte). 
Protein Behandlung MW  (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW (+/ - SEM) 
Behandlung 
p-Wert 
AHR ÜS U-251 ÜE 1 ± 0,3593 2,725 ± 0,5283 0,031 
 
 
Tabelle A9:  Expression der AHR-Zielgene nach Exposition von LN-229 mit 10 nM TCDD, 25 μM 
I3P, 40 μM HPP und 40 μM PP für 4 h (n=3) 
Dargestellt sind FC-Mittelwerte ± SEM, normiert zum Housekeeping-Gen U6. (Student´s t-Test, p-
Werte). 
Genname Behandlung MW (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW (+/ - SEM) 
Behandlung 
p-Wert 
CYP1A1 10 nM TCDD 1,002 ± 0,04519 2,242 ± 0,06695 0,0001 
CYP1A1 25 μM I3P 1,002 ± 0,04519 2,105 ± 0,04688 <0,0001 
CYP1A1 40 μM HPP 1,002 ± 0,04519 1,114 ± 0,04672 0,16 
CYP1A1 40 μM PP 1,002 ± 0,04519 0,8852 ± 0,04636 0,1453 
 
CYP1B1 10 nM TCDD 1,003 ± 0,05765 1,598 ± 0,07039 0,0028 
CYP1B1 25 μM I3P 1,003 ± 0,05765 1,389 ± 0,1186 0,0429 
CYP1B1 40 μM HPP 1,003 ± 0,05765 1,038 ± 0,1869 0,8681 
CYP1B1 40 μM PP 1,003 ± 0,05765 1,017 ± 0,1325  0,9306 
 
Tabelle A10:  Expression der AHR-Zielgene nach Exposition von EGFP-Ahr transfizierten murinen 
tao BpRc1 Zellen mit 25 μM I3P für 1, 4, 8 h (n=3)  
Dargestellt sind FC-Mittelwerte ± SEM, normiert zum Housekeeping-Gen U6. (Student´s t-Test, p-
Werte). 
Genname Behandlungsdauer MW (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW (+/ - SEM)  
Behandlung 
p-Wert 
CYP1A1 1 h 1 ± 0,01299 1,97 ± 0,2168 0,0111 
CYP1A1 4 h 1,006 ± 0,0767 23,66 ± 3,853 0,0042 
CYP1A1 8 h 1,018 ± 0,1346 19,05 ± 0,33 <0,0001 
CYP1A1 24 h 1,004 ± 0,06606 62,65 ± 3,964 <0,0001 
CYP1B1 1 h 1,024 ± 0,1628 2,919 ± 0,3204 0,0062 
CYP1B1 4 h 1,011 ± 0,1086 32,75 ± 5,226 0,0037 
CYP1B1 8 h 1,081 ± 0,2983 14,44 ± 1,152 0,0004 
CYP1B1 24 h 1,099 ± 0,351 1,099 ± 0,351 <0,0001 
TIPARP 1 h 1,001 ± 0,02809 1,472 ± 0,04128 0,0007 
TIPARP 4 h 1,01 ± 0,1046 6,38 ± 0,5313 0,0006 





TIPARP 24 h 1,003 ± 0,0545 1,89 ± 0,05637 0,0003 
KLF9 1 h 1,01 ± 0,09864 1,463 ± 0,2965 0,2207 
KLF9 4 h 1,007 ± 0,08431 2,056 ± 0,1637 0,0047 
KLF9 8 h 1,006 ± 0,08215 1,151 ± 0,1221 0,3822 
KLF9 24 h 1,001 ± 0,03361 1,082 ± 0,02165 0,1116 
 
 
Tabelle A11:  AHR-Zielgenexpression nach Exposition mit 25 μM I3P für 4 h in LN-18 Zellen  (n=3) 
Dargestellt sind FC-Mittelwerte ± SEM, normiert zum Housekeeping-Gen U6.(Student´s t-Test, p-
Werte). 
Genname MW (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW (+/ - SEM)  
Behandlung 
p-Wert 
TIPARP 1,009 ± 0,09611 13,49 ± 1,648 0,0016 
CYP1A1 1,345 ± 0,7518 127 ± 9,704 0,0002 
CYP1B1 1,413 ± 0,5812 34,71 ± 0,708 <0,0001 
KLF9 1,007 ± 0,08319 3,007 ± 0,1752 0,0005 
AHRR 1 ± 0,01457 6,381 ± 0,4551 0,0003 
BMF 1,093 ± 0,3158 7,551 ± 1,001 0,0035 
EREG 1,005 ± 0,07127 1,728 ± 0,226 0,0327 
SERPINB2 1,345 ± 0,7518 127 ± 9,704 0,0002 
 
Tabelle A12:  AHR-Proteinexpression in LN-229 nach Exposition mit 50 μM I3P oder 10 nM TCDD 
für 4 h (n=3)  
Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM, normiert zu den Housekeeping-Genen Lamin-A und α-Tubulin. 
(Student´s t-Test, p-Werte). 
Protein Behandlung MW (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW (+/ - SEM) 
Behandlung 
p-Wert 
AHR 50 μM I3P 1 ± 0 3,382 ± 0,7396 0,0322 
AHR 10 nM TCDD 1 ± 0 1,923 ± 0,2784 0,0295 
 
 
Tabelle A13:  IL4I1-gebildete Metabolite der Aminosäuren Tyrosin und Phenylalanin in IL4I1-
überexprimierenden Zellen nach 120 h  
Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM der Konzentrationen. (Gepaarter t-Test, p-Werte).  
Zelllinie Gebildeter 
Metabolit 
MW (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW (+/ - SEM) 
Behandlung 
p-Wert n 
U-87 MG HPP 0,001 ± 2,556 e-004 0,0221± 0,0073 0,0470 6 
U-87 MG PP 0,002 ± 3,659 e-004 0,029 ± 0,008 0,0356 6 
 
U-251 MG HPP 0,0005± 0,00014 0,0108±0,00334 0,0525 5 






Tabelle A14:  Nicht-enzymatisch gebildete Metabolite der Pyruvate PP, HPP und I3P in IL4I1-
überexprimierenden Zellen nach 120 h  
Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM der Konzentrationen. (Student´s t-Test, p-Werte). 
Zelllinie Gebildeter 
Metabolit 





U-87 MG Kyn 0,003 ± 0,001 0,003 ± 0,001 0,72386 6 
U-87 MG KynA 1,597e-004 ± 2,638e-005 0,00123 ±2,559e-004 0,01541 6 
U-87 MG I3ES 9,745e-005± 1,707e-005 1,955e-004 ±2,252e-005 0,03556 
 
6 
U-87 MG I3C 2,988e-005 ±9,335e-006  3,236e-004 ±1,499e-004 0,15181 
 
6 
U-87 MG PES 1,118e-004 ±7,700e-005 0,005 ± 0,001 0,00012 5 
U-87 MG HPES 1,8420e-004 ±6,46e-006 0,001 ±3,008e-004 0,03556 
 
5 
U-87 MG HBA 1,108e-004 ±6,24e-005 0,0012 ±2,859e-004 0,0172 6 
 
 
U-251 MG Kyn 0,0002 ±0,00004 0,0002 ± 0,00006 0,74444 5 
U-251 MG KynA 3,349e-005 ±0,00001 0,0001 ±0,00001 0,0525 
 
5 
U-251 MG I3ES 0,0001 ±0,00002 0,0002 ±0,00002 0,04245 
 
5 
U-251 MG I3C 1,6302e-005 ±0,00001 0,0003 ±0,00012 0,11429 
 
5 
U-251 MG PES 4,7577e-005 ±0,00003 0,0062 ± 0,00074 0,00032 
 
5 
U-251 MG HPES 0,0002 ±0,00001 0,0018 ±0,0003 0,0050 
 
5 





Tabelle A15:  I3P-abstammende Metabolite in Überständen von U-87 Wildtyp-Zellen nach 4 h 
Exposition mit I3P (n=4)  





MW (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW (+/ - SEM) 
Behandlung 
p-Wert 
Kyn 3,125 μM 3,822e-011 ± 2,675e-012 4,73e-011 ± 3,822e-012 0,2000 
 
Kyn 12,5 μM 3,822e-011 ± 2,675e-012 4,592e-011 ± 2,44e-012 0,1143 
 
Kyn 25 μM 3,822e-011 ± 2,675e-012 4,97e-011 ± 3,556e-012 0,0286 
 
Kyn 50 μM 3,822e-011 ± 2,675e-012 3,724e-011 ± 1,444e-012 0,6857 
 
Kyn 100 μM 3,822e-011 ± 2,675e-012 4,169e-011 ± 1,439e-012 0,6857 
 
 
KynA 3,125 μM 8,343e-013 ± 8,353e-014 1,471e-012 ± 3,159e-013 0,2000 
 
KynA 12,5 μM 8,343e-013 ± 8,353e-014 1,986e-012 ± 4,431e-013 0,0286 
 
KynA 25 μM 8,343e-013 ± 8,353e-014 2,579e-012 ± 5,065e-013 0,0286 
 
KynA 50 μM 8,343e-013 ± 8,353e-014 3,978e-012 ± 7,067e-013 0,0286 
 







I3ES 3,125 μM 8,066e-013 ± 3,547e-013 2,881e-012 ± 1,275e-012 0,2286 
 
I3ES 12,5 μM 8,066e-013 ± 3,547e-013 9,756e-012 ± 3,247e-012 0,0286 
 
I3ES 25 μM 8,066e-013 ± 3,547e-013 2,307e-011 ± 5,887e-012 0,0286 
 
I3ES 50 μM 8,066e-013 ± 3,547e-013 4,426e-011 ± 1,085e-011 0,0286 
 
I3ES 100 μM 8,066e-013 ± 3,547e-013 1,148e-010 ± 2,125e-011 0,0286 
 
I3C 3,125 μM 0 ± 0 
 
5,63e-012 ± 1,378e-012 0,0286 
 
I3C 12,5 μM 0 ± 0 
 
2,894e-011 ± 4,694e-012 0,0286 
 
I3C 25 μM 0 ± 0 
 
1,133e-010 ± 1,703e-011 0,0286 
 
I3C 50 μM 0 ± 0 
 
2,693e-010 ± 3,552e-011 0,0286 
 
I3C 100 μM 0 ± 0 
 
2,693e-010 ± 3,552e-011 0,0286 
 
 
I3P 3,125 μM 1,775e-011 ± 5,837e-013 2,669e-011 ± 1,651e-012 0,0286 
 
I3P 12,5 μM 1,775e-011 ± 5,837e-013 5,016e-011 ± 9,467e-012 0,0286 
 
I3P 25 μM 1,775e-011 ± 5,837e-013 8,239e-011 ± 2,333e-011 0,0286 
 
I3P 50 μM 1,775e-011 ± 5,837e-013 1,585e-010 ± 3,31e-011 0,0286 
 




Tabelle A16:  Multiple reaction mode (MRM)-Parameter, die für die Quantifizierung der drei 
Pyruvate und ihrer Transformationsprodukte in der HPLC-QQQ angewendet wurden  
 
Für jede Verbindung wurde der jeweilige erste Übergang als Quantifizierer verwendet, während die 
anderen Übergänge (falls verfügbar) als Qualifizierer verwendet wurden. 
 
Komponente Ausgangsion (m/z) Produktionen (m/z) Ionenpolarität 
I3P 204 158, 77, 130, 51 positiv 
I3C 146 65, 63, 118, 91 positiv 
I3ES 176 130, 77,137, 51 positiv 
Kyn 209 192, 65, 94, 72 positiv 
KynA 189 144, 89, 116, 63 positiv 
HPP 179 107 negativ 
HBA 123 95, 51, 77, 50 positiv 
HPES 151 107 negativ 
PP 163 91 negativ 









Tabelle A17:  Einfluss aktivierter T-Zell-Überstände auf die IL4I1 und TIPARP-Expression in der 
Glioblastomzelllinie U-87 MG (WT) nach 8 und 24 h Exposition (n=6)  
Dargestellt sind FC-Mittelwerte ± SEM, normiert zum Housekeeping-Gen U6. (Student´s t-Test, p-
Werte). 
Genname Behandlungsdauer MW (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW (+/ - SEM) 
Behandlung 
p-Wert 
IL4I1 8 h 1 ± 0,3195 31,09 ± 4,585 <0,0001 
IL4I1 24 h 1 ± 0,1098 23,6 ± 7,224 0,0107 
TIPARP 8 h 1 ± 0,1365 1,697 ± 0,2315 0,0269 
TIPARP 24 h 1 ± 0,1157 1,515 ± 0,1492 0,0212 
 
 
Tabelle A18:  NF-κB-Inhibitor JSH-23 (30 μM) unterdrückt teilweise den Effekt von aktivierten T-
Zell-Überständen auf die IL4I1 und TIPARP mRNA-Expression in der 
Glioblastomzelllinie U-87 MG (WT) nach 8 und 24 h Exposition  
Dargestellt sind FC-Mittelwerte ± SEM, normiert zum Housekeeping-Gen U6. (Student´s t-Test, p-
Werte). 
Genname Behandlungsdauer MW  (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW (+/ - SEM) 
Behandlung 
p-Wert n 
IL4I1 8 h 31,09 ± 4,585 15,17 ± 7,274 0,0943 3 
IL4I1 24 h 23,6 ± 7,224 8,745 ± 3,678 0,2132 
 
3 
TIPARP 8 h 1,697 ± 0,2315 0,7702 ± 0,1437 0,0337 3 
TIPARP 24 h 1,515 ± 0,1492 1,046 ± 0,1622 0,0946 3 
 
 
Tabelle A19:  Effekt der Überstände der IL4I1-überexprimierenden Glioblastomzellen auf die 
Proliferation anti-CD3/anti-CD28-stimulierter PBMCs nach 120 h  
Dargestellt sind Werte des Division-Index der einzelnen Spender (oben). Dargestellt sind Mittelwerte 
des Division-Index ± SEM aller Spender. (Gepaarter t-Test, p-Wert (unten)). 





1 0,36 0,11  
2 0,284 0,128  
3 0,637 0,24  
4 0,182 0,093  







Spender MW  DI (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW DI (+/ - SEM) 
Behandlung 
p-Wert 







Tabelle A20:  Einfluss der Überstände der IL4I1-überexprimierenden Glioblastomzellen auf die 
Proliferation von CD4+ und CD8+ T-Zellen nach 120 h.  
Dargestellt sind Werte des Division-Index der einzelnen Spender (oben). Dargestellt sind Mittelwerte 
des Division-Index ± SEM aller Spender. (Wilcoxon-Test, p-Werte (unten)). 





1 CD4+ T-Zellen 0,13 0,043  
2 CD4+ T-Zellen 0,022 0,093  
3 CD4+ T-Zellen 0,049 0,05  
4 CD4+ T-Zellen 0,335 0,061  
5 CD4+ T-Zellen 0,282 0,089  
6 CD4+ T-Zellen 0,172 0,051  
7 CD4+ T-Zellen 0,17 0,081  
1 CD8+ T-Zellen 0,143 0,067  
2 CD8+ T-Zellen 0,013 0,000894  
3 CD8+ T-Zellen 0,039 0,025  
4 CD8+ T-Zellen 0,432 0,083  
5 CD8+ T-Zellen 0,478 0,185  





Spender Isolierte Zellen MW DI (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW DI (+/ - SEM) 
Behandlung 
p-Wert 
∑ (n=7) CD4+ T-Zellen 0,1657 ± 0,04304 0,06686 ± 0,007735 0,0781 
 
∑ (n=6) CD8+ T-Zellen 0,3452 ± 0,1478 0,1016 ± 0,03926 0,0313 
 
 
    
Tabelle A21:   Effekt des Metaboliten I3P auf die Viabilität von CD4+ und CD8+ T-Zellen nach 120 h  
Dargestellt sind Werte der lebenden Zellen [%].  
 Isolierte 
Zellen 
DMSO       1,56 









Spender 1 CD4+ T-Zellen 83,1 83,9 82,4 81,5 81,4 76,5 
Spender 2 CD4+ T-Zellen 87,2 86,5 84,9 84,7 85,2 79 
∑ (n=2) CD4+ T-Zellen 85,15 ± 2,1 85,2 ± 1,3 83,65 ± 1,3 83,1 ± 1,6 83,3 ± 1,9 77,75 ± 1,3 
Spender 1 CD8+ T-Zellen 84,7 83,9 78 73,8 67,5 44,6 
Spender 2 CD8+ T-Zellen 81,1 78,9 55,3 64,9 57,4 37,9 














Tabelle A22:  Effekt von I3P (3,125 μM) auf die Proliferation von CD4+ und CD8+ T-Zellen nach 
120h 
Dargestellt sind Werte des Division-Index der einzelnen Spender (oben). Dargestellt sind Mittelwerte 
des Division-Index ± SEM aller Spender. (Wilcoxon-Test, p-Werte (unten)). 





 1 CD8+ T-Zellen 0,056 0,029  
 2 CD8+ T-Zellen 0,253 0,171  
 3 CD8+ T-Zellen 0,113 0,077  
 4 CD8+ T-Zellen 0,433 0,371  
 5 CD8+ T-Zellen 0,092 0,098  
 6 CD8+ T-Zellen 0,06 0,042  
 7 CD8+ T-Zellen 0,025 0,022  
 8 CD8+ T-Zellen 0,011 0,000177  
 1 CD4+ T-Zellen 0,148 0,057  
 2 CD4+ T-Zellen 0,128 0,128  
 3 CD4+ T-Zellen 0,138 0,128  
 4 CD4+ T-Zellen 0,682 0,561  
 5 CD4+ T-Zellen 0,371 0,473  
 6 CD4+ T-Zellen 0,196 0,342  
 7 CD4+ T-Zellen 0,526 0,517 
 
 
Spender Isolierte Zellen MW DI (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW DI (+/ - SEM)  
Behandlung 
p-Wert 
∑ (n=8) CD8+ T-Zellen 0,1304 ± 0,05075 0,1013 ± 0,04298 0,0234 
 
∑ (n=7) CD4+ T-Zellen 0,3127 ± 0,08319 0,3151 ± 0,07921 >0,9999 
 
 
Tabelle A23:   Effekt von I3P (3,125 μM) auf die AHR-Zielgene TIPARP und CYP1B1 nach 120 h  
Dargestellt sind FC-Mittelwerte ± SEM, normiert zum Housekeeping-Gen U6. (Wilcoxon-Test, p-
Werte).   
Genname Isolierte Zellen MW (+/ - SEM) 
Kontrolle 
MW (+/ - SEM) 
Behandlung 
p-Wert n 
TIPARP CD4+ T-Zellen 1 ± 0 4,316 ± 2,303 0,0156 7 
CYP1B1 CD4+ T-Zellen 1 ± 0 8,316 ± 3,854 0,0156 7 
TIPARP CD8+ T-Zellen 1 ± 0 12,1 ± 10,56 0,0313 6 


































Abbildung A1:   pRrevTRE-Vektorkarte, MCS und pRevTet-Off-Vektorkarte (Clontech Laboratories, 
Inc.)251. 
pREV ist ein retroviraler Tet response Vektor (oben), der ein Zielgen von dem Tet-response element
(TRE) exrpimiert. In Kombinaion mit dem regulatorischem Vektor pRevTet-Off (unten) kann ein
Zielgen in Antwort auf verschiedene Konzentrationen von Tetrazyklin oder Derivaten wie z.B. 






Abbildung A2: pLX301-Vektorkarte252. 
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